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Zur Wertbestimmung von Vitamin-D-Priparaten. III. 


Von 
Martin Schieblich. 


(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Universitat Leipzig.) 


(Eingegangen am 17. Juli 1933.) 


Die von McCollum und Mitarbeitern (1) (2) fiir die Erzeugung 
experimenteller Rattenrachitis im Jahre 1921 vorgeschlagene Kostform 
3143 hat seitdem eine ausgiebige Benutzung erfahren und ist mehr 
und mehr in Aufnahme gekommen, und zwar vor allen Dingen deshalb, 
weil sie es im Gegensatz zu anderen rachitogenen Kostformen erméglicht, 
bereits in der kurzen Versuchszeit von 14 Tagen schwere Rachitis zu 
erhalten. 

Sie setzt sich bekanntermaben zusammen aus: Weizen 33, gelberm 
Mais 33, Weizenkleber 15, Gelatine 15, CaCO, 3 und NaCl 1°,; es handelt 
sich also bei Verwendung der Kostform 3143 um die experimentelle Er- 
zeugung einer sogenannten ,,Ca-reichen und P-armen Rachitis**. Auch 
wir haben diese Kostform zu unseren Wert bestimmungsuntersuchungen von 
Vitamin-D-Praparaten ausschlieBlich benutzt (3) (4). des weiteren findet 
sie z. B. in den Laboratorien der Firmen E. Merck und I. G. Farbenindustrie 
A.-G. zu den gleichen Zwecken Verwendung (5). 

Der einzige Nachteil dieser Kostform ist, daB ihr Ca/P-Verhaltnis 
nicht so extrem gestaltet ist, als daB nicht geringe Schwankungen im 
P-Gehalt der einzelnen Bestandteile zu Stérungen, d.h. zum Auf- 
treten nur ungeniigender rachitischer Symptome, ja selbst zum vélligen 
Fehlen rachitischer Erscheinungen, fiihren kénnten. So ist bereits 
der Unterschied zwischen dem P-Gehalt harten und weichen Weizens 
unter Umstanden groB genug, um die Erzeugung von Rachitis mit 
der Kostform 3143 unsicher zu gestalten. Nach MeCollum und Sim- 
monds (6) sollte deshalb nur der im allgemeinen P-armere weiche Weizen 
benutzt werden. AuBer durch Schwankungen des P-Gehalts der Einzel 
bestandteile kénnen auch durch geringe Spuren von Vitamin D im 
Weizen, Kleber und auch im Mais [ Brouwer und de Ruyter de Wildt (7), 
Holmes und Tripp (8)| Stérungen verursacht werden. Wenn also neues 
Material fiir die Zusammensetzung der Kostform beschafft werden 
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mu, wird jedesmal ein Unsicherheitsfaktor mit hineingebracht. \\ohl 
die meisten Autoren, die langere Zeit mit der Kostform 3143 gearbeitet 
haben, haben auch einmal voriibergehend mit Schwierigkeiten zu 
kimpfen gehabt. 

Um von solchen Stérungen durch geringe Schwankungen im P-Ge- 
halt oder Vitamin-D-Gehalt der Bestandteile der Kostform unabhangiger 
zu werden, versuchte ich, ohne den Charakter der Kostform zu ver- 
andern, den Weizen durch ein anderes Koérnerprodukt mit gleichem 
Kalkgehalt und niedrigerem P-Gehalt zu ersetzen. Als solches wurde 
Buchweizen (Heidekorn) gewahlt. Obwohl der Buchweizen nicht zu 
den Getreidearten, sondern zu den Knéterichgewachsen gehért, steht 
er nach Klimmer (9) hinsichtlich seiner Nahrwirkung dem Weizen sehr 
nahe. Auf 1000 Teile enthalten nach Kellner (10) Weizen sowohl wie 
Buchweizen 0,5 Teile Kalk, der Weizen aber 8,0 bis 8.5 und der Buch- 
weizen nur 5,7 Teile Phosphorsiure. Das Ca/P-Verhaltnis muBte durch 
den Ersatz des Weizens durch Buchweizen demnach fiir die Entwicklung 
von Rachitis giinstiger werden, die Kostform also stairker rachitis- 
erzeugend wirken. 

Um die Richtigkeit dieser Uberlegung und die Brauchbarkeit des 
Buchweizens zu priifen, wurde fiir das internationale Standardpraparat 
fiir Vitamin D (S. 102) vergleichend unter Verwendung der Kost- 
form 3143 und ihrer Modifikation mit Buchweizen die Rattenschutz- 
einheit bestimmt, die wir als SED = Schutzeinheit fiir Vitamin D 
bezeichnet haben. Die hierbei angewendete Methode (Schutzversuch) 
war die gleiche, wie sie friiher von uns beschrieben worden ist (3). Das 
Ergebnis der Untersuchungen ist in der folgenden Tabelle niedergelegt. 





Angewandte Dosen in y: 0,02 | 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 


I. Kostform 3148 6— 9— 10— 


; ? 3? 1? 
Ergebnis 1+ 
der Roéntgen- y , 
untersuchung | II. Buchweizenkost- 4— 4— 7— 8— 10— 
form or +e? | a2 13? 
$+/2+,/2+ 





21 Kontrollen waren ohne Ausnahme schwer rachitisch. 
Zeichenerklarung: — = geschiitzt. 
? = zweifelhaft, gilt als rachitisch. 
+ = rachitisch. 


Wie aus der Tabelle zu ersehen ist ist der gewiinschte Erfolg der 
Verscharfung der rachitiserzeugenden Wirkung der Kostform 3143 durch 
den Ersatz des Weizenanteils durch Buchweizen durchaus erreicht worden. 
Bei Verwendung der Originalkostform liegt die Rattenschutzeinheit bei 
0,03 y, bei Benutzung der Buchweizenkost aber bei 0,07 y; mit anderen 
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Worten war bei der Buchweizenkost mehr als das Doppelte an Vitamin D 
erforderlich, um den gleichen Effekt wie bei der Originalkostform zu 
erzielen. Es sei bemerkt, daB die Buchweizenkostform der Original- 
kost hinsichtlich ihrer wachstumsférdernden Wirkung keineswegs nach- 
stand, und da®B der zu den Versuchen benutzte Buchweizen nicht auf 
einmal, sondern in mehreren Portionen angekauft wurde. Es spricht 
dies dafiir, daB st6érende Schwankungen in der Zusammensetzung des 
Buchweizens wohl kaum zu erwarten sind. 

Fir die Zwecke der Wertbestimmung von Vitamin-D-Praparaten 
und Lebertranen wird die Buchweizenkostform trotz ihrer erheblich 
scharferen Wirkung in Anbetracht der hohen Wirksamkeit solcher 
Priparate durchaus brauchbar sein. Nicht so fiir die Zwecke des Vitamin- 
D-Nachweises in natirlichen Nahrungs- und Futtermitteln, hier wiirden 
die an Ratten zu verabreichenden Mengen, in denen Vitamin D noch 
nachweisbar sein wiirde, zu hoch bemessen werden miissen, um von 
der Ratte noch aufgenommen werden zu kénnen. Um die Buchweizen- 
kostform auch fiir solche Zwecke brauchbar zu machen, kénnte vielleicht 
daran gedacht werden, nicht die gesamte Weizenmenge, sondern nur 
1, oder '/, durch Buchweizen zu ersetzen. 

Hervorgehoben zu werden verdient noch, daB die Empfindlichkeit 
der Methode bei Verwendung der Buchweizenkost, wie dies die deutliche 
Abstufung der Réntgenergebnisse mit jeder Verainderung der verab- 
reichten Dosis um 0,01 y (s. Tabelle) deutlich erkennen 1aBt, nicht 
geringer ist als bei Benutzung der Originalkostform 3143. Die Versuche 
zeigen erneut, da der Zusammensetzung der rachitogenen Grundkost 
groBte Beachtung geschenkt werden muB, namentlich dann, wenn die 
Ermittlung von Einheiten ohne Vergleich mit dem Standardpraparat 
vorgenommen wird. Solchen biologischen Einheiten kann nur dann 
ein Vergleichswert zugesprochen werden, wenn sie unter Verwendung 
der gleichen rachitogenen Kostform gewonnen worden sind und dann 
auch nur, wenn die zur Zusammenstellung dieser Kostform benutzten 
Einzelbestandteile derselben Quelle entstammen. 


Zusammenfassung. 


Um bei Verwendung der von McCollum und Mitarbeitern fiir die 
Erzeugung experimenteller Rattenrachitis angegebenen Kostform 3143 
von Stérungen der Versuche durch geringe Schwankungen im P-Gehalt 
oder Vitamin-D-Gehalt der Einzelbestandteile unabhangiger zu werden, 
wurde versucht, die Kostform starker rachitiserzeugend zu gestalten. 
Dies gelang durchaus durch Ersatz des Weizenanteils der Kostform 
durch Buchweizen und der damit verbundenen Erniedrigung  ihres 
P-Gehalts, ohne daB die Methode an Empfindlichkeit einbiBte. 


1* 
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Uber den Mechanismus 
der Toluolwirkung auf die Girung der Hefezelle. 


Von 
W. A. Belitzer. 


(Aus dem Biechemischen Institut des Volkskommissariats fiir Gesundheits- 
wesen und Laboratorium fiir allgemeine Biologie des 2. Moskauer Mediz. 
Instituts, Moskau.) 


(Eingegangen am 2. Juni 19323.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Bekanntlich ist die Hefegarung gegeniiber Toluol (wie auch anderen 
Narkotica) empfindlicher als die zellfreie Gairung. Selbstverstandlich 
beruht dies darauf, daBS der Zymasekomplex in der lebenden Zelle 
unter anderen Bedingungen als in den Zymasepraparaten steht. Von 
diesen Bedingungen wissen wir noch wenig. Die Untersuchungen der 
Giftwirkungen auf das Protoplasma- bzw. Fermentsystem haben zwar 
fiir das eben genannte Grundproblem wichtige Ergebnisse gebracht, 
weitere Untersuchungen bleiben jedoch erwiinscht. 


I. Die Eigenschaften der toluolisierten und nachher gewaschenen Hefe. 


Euler und Myrbdack' stellten aus der toluolisierten Hefe ein ebenso 
gutes Trockenhefepriparat her wie aus normaler Hefe. Die Frage 
jedoch, ob die Wirkung von Toluol auf die lebende Hefe reversibel ist, 
war damit keineswegs entschieden. Es war zu priifen, ob die Toluol- 
wirkung nicht, wie etwa die Hemmung der Zellatmung in den 
Versuchen von Warburg?, durch einfaches Waschen der Zellen auf- 
gehoben werden kann. 

tch verfuhr folgendermaBen: 25 ecm einer 5° ig. Hefesuspension (unter- 
girige Bierhefe der Trechgorni Moskauer Braueret, abgeprebt} werden mit 


! KK. Myrbdck u. H. v. Euler, H.-S. 183, 226, 1929. 
20. Warburg, H.-S. 6% 452, 1910. 
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0,5 cem Toluol im Schiittelapparat eine Zeitlang geschiittelt, dann 
werden die Zellen von der Fltissigkeit abzentrifugiert und mehrmals mit 
Wasser oder Phosphatpuffergemisch (py 6,2) gewaschen. Als Kontrolle 
dient ein anderer Teil derselben Zellsuspension, der ohne Toluolzusatz 
veschiittelt und nachher gewaschen wird. (Es sei bemerkt, da8 die genannte 
Kontrollbehandlung keine wesentliche Anderung in der Garfahigkeit der 
Hefe hervorruft.) Die Garung wurde manometrisch gemessen. Die Garung 
wie auch die Toluolisierung der Hefe geschah immer bei Raumtemperatur. 
Als Substrat habe ich 5°, Glucose benutzt. Die Resultate der Garungs- 
messungen werden als Garungsquotient 

O emm CO, 


€CO., . y 
3 mg Trockengewicht . Stunden 


wiedergegeben. 


Es seien hier die Ergebnisse eines von unseren Versuchen angefiihrt. 
Der Garungsquotient (Qoo,) der frischen Hefe betrug 39,8. Nach einer 
einstiindigen Garung in Anwesenheit von 0,2 °,, Toluol fiel der Garungs- 
quotient auf den Wert 6,6 ab!. Eine andere Probe derselben Hefe- 
suspension wurde gleichzeitig bei etwa derselben Temperatur ebenfalls 


1 Stunde lang mit Toluol im Schiittelapparat bewegt; dann wurde die 
toluolisierte Hefe zweimal mit Wasser gewaschen und von neuem in 
Glucoselésung suspendiert. Fiir diese Hefe fand ich einen Garungs- 
quotienten von 6,9 (Tabelle I). Jn allen Versuchen zeigte sich die Toluol- 
vergiftung als véllig irreversibel?. 

Es zeigte sich ferner, daB die Hefe auch in Abwesenheit von Zucker 
eine irreversible Toluolschadigung erleidet. In diesem Fall ist die 
schidigende Wirkung des Toluols stets schwacher als in den Zucker- 
lésungen (Tabelle I). 

Tabelle I. 





Garungs- 
geschwindigkeit 
in %J> 


Unbehandelte Hefe . ee ae oe ae ee 

Nach einer Stunde in Zuckerlosung mit Toluol . 

Kine Stunde in Zuckerlésung mit Toluol, dann 
_., ee ei aera 

In Wasser toluolisiert, dann gewaschen . 


1 Toluol hemmt nicht total, wie z. B. C. Neuberg u. F. F. Nord, diese 
Zeitschr. 67, 12, 1914, fanden. 

2 In meinen Versuchen, wie auch in den Versuchen anderer Verfasser, 
die sich mit dem Mechanismus der Toluolwirkung beschaftigten, kam 
immer eine gesattigte Toluollésung in Anwendung. Ob im Falle anderer 
Narkotica, wo die Giftkonzentration variiert werden kann, bei gewissen 
Konzentrationen eine reversible Gérungshemmung zu _ beobachten ist, 
bleibe dahingestellt. 
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Mechanismus der Toluolwirkung auf die Garung der Hefezelle. 


In der Literatur findet man Angaben, daB die nicht garende Hefe 
ganz und gar toluolunempfindlich sei!. Es scheint also, daB bei einigen 
Heferassen Toluol keine irreversible St6rung der ruhenden Zellen 
bewirkt und beim Waschen restlos aus dem Zellinnern ausgespiilt 
wird. (Von einer Impermeabilitéat der Zellen gegeniiber lipoidléslichen 
Stoffen wie Toluol kann kaum die Rede sein.) 

Es erhebt sich jetzt die Frage, ob die von uns gefundene 
Irreversibilitat der Toluolwirkung nicht bloB auf unvollstandige Ent- 
fernung des Toluols aus den Hefezellen 
zurickzufiihren ist. Gegen diese An- 
nahme spricht aber —_ folgendes: 
1. Weiteres Auswaschen der __ toluoli- 
sierten Hefe veraindert deren Gir- 
geschwindigkeit nicht. 2. Die Garung 
solcher Hefe ist voéllig phosphatun- 
empfindlich. Die in toluolhaltiger 
Zuckerlésung gairende Hefe reagierte 





CRMC» tn OM wen entwich el 


auf den Phosphatzusatz mit einer 
betrachtlichen Zunahme der Gar- 
geschwindigkeit. Die Ergebnisse meiner 





Versuche lassen sich in der Abb. 1 zu- Abb. 1 
sammenfassen. 3. Die Géarung der 

toluolisierten und ausgewaschenen Hefe ist héchst toluolempfindlich 
(siehe Abb. 1, Kurve c). 4. Die Spontanatmung der Hefe wird 
durch Toluol rasch und vollkommen gehemmt, wahrend deutliche Selbst- 
girung entsteht. Nach dem Waschen der Hefe tritt die Atmung von 
neuem auf (sie betragt 40 bis 50°, der urspriinglichen); erhéhte Selbst- 
girung ist auch nach der Entfernung des Toluols noch zu beobachten. 
Fiigt man nun von neuem Toluol zu, so wird die Atmung rasch unter- 
brochen, die Selbstgarung aber bleibt praktisch unverandert (Tabelle I1). 


Tabelle II. 





Girungs- 


Atmungsquotient Yo, quotient Qc 


wae P re eae.e Selbstgirung 
Frische Hefe Poluolisierte toluolisierter 
lefe Hefe 


Ohne Tolnol . . 2.48 1,20 1,05 
Mit Toluol . . . 0,00 0.00 1.14 


Nun wenden wir uns der Frage nach der Art dieser Schadigung des 
Garungssystems der Hefezelle zu. 


1 Zitiert nach H. v. Euler, Chem. d. Enzyme 1920, 8. 167—168. 
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2. Verliert die Hefezelle unter Toluoleinflu8 einen fiir die Girung wichtigen 
Stoff wegen Permeabilititserhéhung? 

Die Ausscheidung der Co-Zymase, die Raymond! fiir toluolisierte Hef 
angibt, soll nach Huler? nur eine Eigentiimlichkeit der amerikanischen 
Hefe sein. 

Ich untersuchte, ob in Anwesenheit von Hefekochsaft die Wirk- 
samkeit des Toluols sich nicht vermindert. Wirde die Toluolwirkung 
auf dem Verlust der Zellen an einer diffusiblen thermostabilen Substanz 
beruhen, so muBte das Toluol in Anwesenheit von Hefekochsaft weniger 
wirksam sein. Unerwarteterweise fand ich, da Kochsaftzusatz die 
Toluolwirkung beschleunigt. Im Mazerationgaft wird die Géarung 
der lebenden Hefe ebenfalls mehr gehemmt als im Phosphatzucker- 
gemisch. 

Von Interesse scheint weiter die Frage, ob bei der Toluolwirkung 
die Verdiinnung der Hefesuspension mit Zuckerlésung von Bedeutung 
ist. Wie bekannt, tritt ein Effekt der Verdiinnung bei der Trockenhefe- 
garung zutage?: in gréBeren Mengen von Zuckerlésung fangt die 
Garung spater bzw. gar nicht an und geht mit verminderter Geschwindig- 
keit vor sich als in kleineren Mengen derselben Zuckerlésung. Bei 
der Hexosephosphatgirung haben C. Newberg und M. Kobel4 einen 
ausgesprochenen Effekt der Verdiinnung besonderer Art festgestellt. 
Aus unseren Versuchen mit verschiedenen Hefekonzentrationen ergab 
sich, daB die Geschwindigkeit der Vergirung von gewéhnlichem Zucker 
¢ .ch toluolisierte Hefe vom Fliissigkeitsvolumen unabhingig ist. 


Tabelle III. 





In 1 Stunde von toluolisierter Hefe gebildet 


Verdiinnung der — 
Hefesuspension 

durch I . - 
Zuékerlisung 


Gefunden Berechnet Gefunden  Berechnet Gefunden Berechnet 


Unverdiinnt 126 — 112 — 68 
1:2 verdinnt 69 63 54 56 35.5 34 
1:4 ia 27 31,5 24,5 28 18,5 17 


Es ist also héchstwahrscheinlich, daB kein fiir die Gdrung wichtiger 
Stoff unter Toluoleinwirkung aus der Hefezelle herausdiffundiert, um 
sich auf das ganze Volumen der Fliissigkeit zu verbreiten, was man als 
Ursache der irreversiblen Herabsetzung der Géarungsgeschwindigkeit 
hatte vermuten kénnen. 


1 4.1. Raymond, J. of biol. Chem. 74, 637, 1928. 
H.v. Euler, K. Myrbdck u. E. Brunius, H.-S. 183, 60, 1929. 
A. Harden, Biochem. J. 19, 477, 1925. 
C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 210, 466, 1929; 229, 255, 1930. 
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%. Ist die Phesphatase der lebenden Hefe der Angriffspunkt bei der Toluol- 
vergiftung? 

Harden! auBerte die Vermutung, daB die lebende Hefezelle sehr 
wirksame Phosphatase enthalt, welche die allerempfindlichste Kom- 
ponente der Zymase ist und bei den verschiedenartigen Stérungen der 
Zelle elektiv geschwacht wird. Mag diese Auffassung fiir einige Faille 
zutreffen, sie kann keinesfalls allen Tatsachen gerecht werden. 

Wie friiher dargelegt wurde, ist die Garung der toluolisierten und 
vom Toluol wieder befreiten Hefe durch Phosphatzusatz nicht zu_be- 
schleunigen. Unbeachtet dessen, daB die Girung herabgesetzt ist, stellt 
der Gehalt am freien Phosphat keinen limitierenden Faktor der Garungs- 
geschwindigkeit vor. Vor allem gibt es Heferassen, die, wie Neuberg 
und Mitarbeiter gezeigt haben, auch unter Toluoleinwirkung das 
Phosphat nur zum geringen Teil oder gar nicht an Zucker binden®. 
In diesen Fallen liegt also auch keine elektive Schadigung der Phos- 
phatase vor. Die Kinetik der Zymophosphatbildung einerseits und der 
Garungshemmung andererseits spricht ebenfalls dafiir, da die Phos- 
phatasezerstérung nicht als Hauptursache der Géarungshemmung 
betrachtet werden kann. Die Phosphorylierung hat einen charak- 
teristischen Verlauf: sie beginnt namlich nicht sofort nach dem Toluol- 
zusatz, sondern mehr als 1 Stunde spater*. Dagegen wird die Garung 
in der ersten Periode durch Toluol am meisten gehemmt: es scheint 


demnach, daB die Zymophosphatbildung erst dann in Gang gesetzt 


wird, wenn die Toluolschadigung einen gewissen Grad erreicht |} 


4. Uber das Verhalten der Trockenhefegirung gegeniiber Toluol. 


Nach ilteren Angaben! wird die Trockenhefegérung durch Toluol sehr 
erheblich gehemmt (etwa um 60°,), bleibt jedoch weniger empfindlich 
als die Garung der lebenden Hefe. In letzter Zeit gaben M yrbdck und 
Luler® an, dal unter optimalen Bedingungen der Gairung (Anwesenheit 
vom anorganischen Phosphat und Hexosephosphat), die ‘Toluolhemmung 
ausbleibt, waihrend eine bedeutende Hemmung hestelit. falls kein freies 
Phosphat in der Lésung vorhanden bleibt. Demgegeniiber meinen H.Sobothku® 
und Kostytschew?, daB in bezug auf die Narkotisierbarkeit zwischen frischer 
und trockener Hefe keine wesentlichen Unterschiede bestehen. © Nach 
Sobotka soll die Annahme der héheren Empfindlichkeit lebender Hefe gegen- 


' 4. Harden, Alcoholic fermentation 1932, London. 

2 C. Neuberg, E. Fdrber, A. Levite u. E. Schwenk, diese Zeitschr. S38, 
244, 1917: C. Newberg u. A. Gottschalk, ebenda 161, 245, 1925. 

3-H. v. Euler, O. Svanberq, G. Hallberg u. K. Brandting, H.-S. 100, 
203, 1917. 

4 H.v. Euler u. S. Kullberg., H.-S. 738, 85, 1911. 

5 K. Myrbdck u. H. v. Euler, H.-S. 188, 226, 1929. 

6 H. Sobothka, H.-S. 184, 1, 1924; 140, 164, 1924. 

7S. Kostytechew u. V. Berg, H.-S. 188, 133, 1930. 











10 W. A. Belitzer: 


iiber Trockenhefe nur ein TrugschluB sein, der wegen Nichtbeachtung des 
Kiweibgehaltes der entsprechenden Suspensionen gezogen ware. 

Um die Rolle der Eiwei8kérper der toten Trockenhefezellen bei 
der Toluolisierung der lebenden Hefe nochmals zu priifen, fiihrte ich 
das folgende Experiment durch. Einer Hefesuspension in Zuckerlésung 
wurde ausgewaschene Trockenhefe beigemengt, so daB das Trocken- 
gewicht der zugesetzten Trockenhefe etwa das Zehnfache des Trocken- 
gewichts der in Suspension vorhandenen frischen Hefe betrug. Ich 
fand, daB in Anwesenheit von gewaschener Trockenhefe die lebende 
Hefe jedenfalls nicht minder toluolisierbar ist als in der Kontrolle. 

Die Ergebnisse Sobotkas sind nicht nur damit zu erklaren, dal 
er die Trockenhefe mit grobem ToluoliiberschuB behandelte, sondern 
auch damit, daB sein Trockenhefepraparat offenbar gréBere Mengen 
lebender Hefe enthielt. Dies sieht man z. B. aus der Angabe dieses 
Verfassers, daB die Induktionsperiode der Garung durch Vorbehandlung 
der Trockenhefe mit Zuckerlésung abzukiirzen ist. Fiir meine Trocken- 
hefe (Lebedew-Trockenhefe, nach dem Trocknen 5 Stunden lang bei 
100° erwarmt) fand ich dagegen, daB das Waschen der girenden Trocken- 
hefe mit Phosphatzuckerlésung die Garung zum Stillstand bringt. 
Nach Kochsaftzusatz (ohne Hexosephosphat) fahrt die Garung fort. 
aber die Induktion, die hier zu beobachten ist, ist nicht kirzer als bei 
Trockenhefe, die ebenso lange im Wasser gehalten, gewaschen und end- 
lich in Kochsaftzuckerlésung eingebracht wurde. Die Experimente 
von Kostytschew und Berg (1. c.) haben keinerlei Beweiskraft, weil die 
Verfasser, wie aus ihren Versuchsprotokollen ersichtlich, es mit einer 
Induktionsverlingerung durch Toluol zu tun hatten. (Manchen Gift- 
stoffen wie Phenol, Arsenat, Blauséure ist eine solche Wirkung auf die 
Induktionsperiode gleichfalls eigen.) 

Im Gegensatz zu den anderen bekannten Fallen erwies sich mein 
Trockenhefepraparat als sehr wenig toluolempfindlich und zwar unab- 

hangig davon, ob Phosphat zugefiigt war oder 








- nicht. Beispielsweise betrug die ‘Toluolhem- 
2 5h O/ 4 > ‘ Ti 2 » 1A 
V— mung 15°, in der Anfangsperiode der Garung 
» i und etwa 5%, nach 2!/, Stunden. Die Abb. 2 
3 ist auf Grund dreier tibereinstimmender Ver- 
2 suche ausgefiihrt. Der GréBenordnung nach 

gehért diese Hemmung zu der des Mazerations- 
-——L—_. = saftes. Das freie Phosphat ist waihrend der 
v i “ 3 $d/ungen 


Abb. 2. Garung nicht im UberschuB vorhanden, es 

zeigte sich, daB auch in der Garungsperiode, 

wo nur eine minimale Toluolhemmung zu beobachten ist, ein Zusatz von 
Phosphat die Garungsgeschwindigkeit auf etwa das Dreifache steigert. 
Ich hatte es andererseits nicht mit Lebedew-Saft-Garung zu tun; das klare 
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Mechanismus der Toluolwirkung auf die Garung der Hefezelle. ll 


Filtrat des Gargemisches war géarunfihig. Méglicherweise steht 
diese Eigenschaft meiner Trockenhefe mit der leichteren Abspaltbar- 
keit des Zymasekomplexes von der Zellstruktur in Zusammenhang. 
Aus der hiesigen Lebedew-Trockenhefe konnte ja ein aktiver Hefesaft 
ohne Mazeration gewonnen sein! (nicht aber aus einer Trockenhefe, 
die anders zubereitet wurde). 


5. Uber die Wirkung von Toluol auf die Selbstgirung der Hefe. 


9 


Im Jahre 1912 machten Harden und Paine* die interessante Fest- 
stellung, daB Toluol die Selbstgéirung der frischen Hefe erheblich steigert. 
Harden faBt diese Erscheinung so auf, daB er ein gesteigertes ungeregeltes 
Zusammentreten der Glykogenase mit dem Glykogen im Zellinnern 
als Folge einer Protoplasma-desorganisation annimmt und fiir die 
gesteigerte Gaérung verantwortlich macht. Nach diesem Autor stellt 
also die Konzentration der Hexose in der Hefezelle den limitierenden 
Faktor der Selbstgirung vor. In Wirklichkeit scheint die toluolgesteigerte 
Selbstgirung doch stets geringer zu bleiben als die toluolgehemmte 
Vergirung des zugesetzten Zuckers (eigene Versuche: siehe auch Euler 
und Johansson*). 

Die Hardensche Hypothese fordert weiter, daB die Beschleunigung 
der Selbstgarung durch Toluol irreversibel sein soll. Wie im ersten 
Abschnitt dieser Arbeit gezeigt wurde, ist dies der Fall. Diese und andere 
Tatsachen sprechen zugunsten der Hardenschen Hypothese. Ahnliches 
kann aber auch leicht fiir die Teilfermente des Zymasekomplexes gelten ; 
so kommen wir zu einer Deutung der irreversiblen Toluolhemmung 
der Garung: Toluol vernichtet die feine Fermentorganisation in der 
Protoplasmastruktur, was die Geschwindigkeit des Nacheinander- 
wirkens einzelner Teilfermente der Zymase herabsetzt (und zugleich 
die Umwandlung mancher Intermediairprodukte zu Stabilisations- 
kérpern erméglicht). 

Zusammenfassung. 


1. Die Toluolhemmung der Hefegirung ist durch Waschen der 
Zellen nicht riickgingig zu machen, und zwar spricht manches dafiir, 
daB dies nicht bloB mit der Anwesenheit des Giftes in den Zellen zu 
erklaren ist, sondern daB diese Hemmung an sich irreversibel ist. 

2. Untersucht wurde, ob die toluolisierte Hefezelle nicht einen fiir 
die Garung wichtigen Stoff wegen PermeabilitatserhGhung verliert, 
was fiir die Hemmung der Garung verantwortlich sein kénnte. Folgende 
experimentellen Ergebnisse sprechen aber gegen diese Moéglichkeit: 


1 W. A. Belitzer u. E. N. Gorkin, diese Zeitschr. 245, 146, 1932. 
2 4A. Harden u. S.G, Paine, Proc. Roy. Soc. Serie B, S4, 448, 1912. 
3 H.v. Euler u. D. Johansson, H.-S. 85, 192, 1913. 





W. A. Belitzer. 


a) Die Hemmung der Hefegirung ist von der Verdiinnung der 
Hefesuspension unabhingig. 


b) Im Hefekochsaft oder Mazerationssaft wird die Géarung der 


Hefezellen etwa ebenso stark gehemmt wie in Phosphat-zuckerlésung 


3. Die Zusammenstellung mehrerer Tatsachen fiihrt zum Schluf, 
daB bei der Toluolvergiftung der Hefezellen 6fters keine elektive Scha- 
digung der Phosphatase stattfindet. 

4. Die Garung der Lebedew-Trockenhefe aus hiesiger untergirige1 
Bierhefe wird nur in geringem MaBe durch Toluol gehemmt. 

5. Die Hardensche Hypothese der Toluolwirkung auf die Selbst- 
garung wird diskutiert und der Versuch gemacht, diese Hypothese 
in modifizierter Form auch auf die Hemmung der Zuckervergirung 
zu iibertragen. 
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Uber den Mechanismus der Aktivierung der Glucose 
bei der Milchsiuregirung II. 
Von 
Cl. Fromageot und J. Roux. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Institut de Chimie de I’ Université, 
Lyon.) 


(Eingegangen am 6. Juni 1933.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Eine Reihe von Versuchen, von denen einige Gegenstand einer 
vorangegangenen Mitteilung' gewesen sind, haben uns gezeigt, dab 
ganz allgemein die Kurven, die die Kinetik der Gasentwicklung bei 


Einwirkung des Bacillus bulgaricus auf vergarbare Zucker in Gegenwart 
von Bicarbonat darstellen, das Vorliegen einer Induktionsperiode 
beweisen. Diese Induktionsperiode ist tibrigens mehr oder weniger 
ausgepragt, je nach den Bedingungen, insbesondere nach dem physio- 
logischen Zustand der Bakterien; sie erscheint sowohl in saurem Milieu 
(pu = 5,9) als in alkalischem (pu = 8,3), sowohl in Gegenwart als in 
strikter Abwesenheit von Sauerstoff; sie kann sich verkiirzen bis zum 
Verschwinden in den Fallen, wo auBergewéhnlich aktive Bakterien 
vorliegen. Es scheint wohl, daB diese Induktionsperiode dem Ubergang 
der normalen Hexose in am-Hexose entspricht. Das Studium dieses 
Ubergangs ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit. 

Um den inneren Mechanismus dieser Reaktion durchschauen 
zu kénnen, haben wir eine Reihe von Versuchen ausgefiihrt mit Variation 
teils der Glucosekonzentration bei demselben Bakteriengewicht, teils 
der Bakterienmenge bei der gleichen Glucosekonzentration. Die Mes- 
sungen werden wie in der vorangehenden Arbeit mit der Apparatur 
von Warburg ausgefiihrt, die Bakterien waren in Bicarbonat- Ringer 
suspendiert. Das Milieu wird peinlichst von Sauerstoff befreit; es ist 
tatsachlich sehr wichtig, jede Spur von Sauerstoff sorgfailtig auszu- 


' Diese Zeitschr. 248, 175, 193). 
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schlieBen: In Gegenwart dieses Gases bildet Bac. bulgaricus verhaltnis 
maiBig bedeutende Mengen von Wasserstoffperoxvd, das bald jede 
Garung verhindert. Wir werden itibrigens demnachst zeigen, daB die 
horizontalen Abschnitte, die in den vorangehend verdéffentlichten 
Kurven zu beobachten sind, bestimmt auf diese Hemmung durch 
H,0, zuriickzufiihren sind. 

Die Atmosphire tiber der Lésung im Warburgschen Apparat 
besteht aus Stickstoff, der tiber auf Rotglut erhitzte Kupferspiane 
geleitet ist: dieser Stickstoff wird mit etwa 50°, CO, gemischt, derart, 
daB das py der Bakteriensuspension im Gleichgewichtszustand 5,4 
bis 6,0 ist. Die Temperatur ist 37°C. Betreffs Einzelheiten der Messungen 
verweisen wir auf unsere friihere Mitteilung. 

Wir méchten schon hier vorwegnehmen, daB, wenn man die Gas- 
entwicklung als Funktion der Zeit verfolgt, man in einer solchen Stick- 
stoffatmosphare nicht nur nicht mehr die horizontale Strecke wie in 
Gegenwart von Sauerstoff beobachtet, sondern daB man auBerdem 
feststellen kann, daB auBerhalb der Induktionsperiode der Verla 
der Reaktion durch eine Gerade dargestellt wird, die steil ansteig 
bis der verfiigbare Zucker verbraucht ist. 


I. Einflu8 der Bakterienmenge bei gleicher Glucosekonzentration. 


Tabelle | zeigt, wie sich die Geschwindigkeit der (O,-Entwicklung 
als Funktion der Zeit andert, unabhangig von der Induktionsperiode, 
wenn man die Menge der anwesenden Bakterien andert. 

Versuch | ist ausgefiihrt mit Bakterien, die aus einer zweiten Passage 
auf Bouillon stammen, 24 Stunden bei 44° und 8 Stunden bei 0°. 

Versuch 2 ist ausgefiihrt mit Bakterien aus einer dritten Passage 
auf Bouillon, 26 Stunden bei 44° und 19 Stunden bei 0°. 

Die in diesen zwei Versuchen erhaltenen Bakterien haben sich auBer- 
gewohnlich aktiv gezeigt. Jedes GeféB enthalt 2,3. ccm Fliissigkeit mit 
60 mg Glucose (0,333 Millimol) = 2,6°). 


Tabelle I. 


P = Menge der Bakterien in Milligramm Trockengewicht. 








Q Kubikmillimeter entwickeltes Gas pro Minute. 
Versuch l. Versuch 2. 

P Q . P @ . 

3,0 1,02 0,34 2,25 1,00 0,445 
6,0 2,04 0,34 4.5 2,00 0,445 
12,0 4,00 0,33 9,0 4,05 0,45 
18,0 6,00 0,33 13,5 5,52 0,41 
24,0 7,00 0,29 18 8,00 0,445 
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Diese Zahlen zeigen, daB unter den Versuchsbedingungen die 
reschwindigkeit Reaktion, dem geradlinigen Teil der 
Kurve entspricht, vollkommen der anwesenden Bakterienmenge pro- 
portional ist. 


der die 


Il. EinfluB der Glucosekonzentration bei gleicher Bakterienmenge. 


Dieser EinfluB zeigt sich in charakteristischer Weise auf den Kurven 
der Abb. 1; diese Kurven entsprechen folgenden experimentellen Bedin- 
yungen. 

Die angewandten Bakterien stammen aus einer vierten Passage aut 
Bouillon, 24 Stunden bei 44° und 19 Stunden 0°, Getabs 
Apparates enthalt 16mg Bakterien (Trockengewicht), in Ringer- 
lésung suspendiert. Zur Zeit 0 kippt man Glucoselésung 
der untenstehenden Konzentrationen hinzu. 


bei Jedes des 
2cem 


0,3 cem emer 


Tabelle Il. 





Konzentration 
Kurve der hinzngefiigten Millimol Glucose Konzentrations- 
Glucose in jedem Gefab verhiltnis 

Nr. lo 

1 20 0,333 a 

2 10 0,166 5 a/2 

3 2 0,033 3 alo 

4 0.8 0,013 3 a 25 

5 0,4 0,006 65 a/50 

Aus Abb. 1 lassen sich die 


folgenden Resultate ableiten: or 


1. Unabhangig von der Kon- 








zentration der Glucose (2,6 bis 
0,052 %) bleibt die Steigung des 00 
geradlinigen Teiles praktisch gleich. 
2. Die Induktionsperiode, die 500 — 
ro , é S 
tiir Konzentrationen von a bis a,/10 = 
sich wenig verandert, wachst sehr &” 
deutlich bei a/25 und a/50. 
« 2 . 300 
3. Die Reaktion kommt un- 
vermittelt zum Stillstand, wenn al 
die Menge des verfiigbaren Zuckers | 
fast ersch6pft ist. In Wirklichkeit a 
bleibt immer ein wenig Zucker zu- 
rick, oder wenigstens von dem a a a ee ee 
title tei tele Bl 17580 “W820 Bo 
eduktionsvermégen in den Ge- 02 #i5) Minuten 
faBen. a 


Abb. 1. 
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Tabelle III. 





Theoretisch aus Unverbrauchte Unverbrauchte 
— Glucose Gas der ganzen Glucose Glucose, bestimmt Glucose, bestimmt 
zu Beginn  entwickelt zu erwartende aus der Differenz nach Hagedorn- 
Gasmenge der Gasvolumina Jensen 
Nr. mg emm emm mg mg 
4 2.4 544 596 0,20 0,26 
5 1,2 260 298 O15 O1S 


Il. Diskussion. 

Zur Deutung der obigen Ergebnisse machen wir zunachst die 
Annahme, daB hier zwei aufeinanderfolgende Reaktionen vorliegen: 
Die eine, die dem Ubergang der gewéhnlichen Glucose in labile Hexose 
entspricht, die andere, die der Umwandlung dieser labilen Hexose 
in Milchséure, d.h. hier in CO,, entspricht. Diese Annahme besagt, 
daB die anderen Umwandlungen, die zu den Intermediarreaktionen 
gehéren (z. B. Bildung und Umwandlung von Methvlglyoxal usw.) 
schneller verlaufen als die zwei obigen Umwandlungen und vom kineti- 
schen Standpunkt aus durchweg vernachlassigt werden kénnen. Wir 
lassen auch offen, daB jede der zwei aufeinanderfolgenden Reaktionen 
durch ein System hervorgerufen wird, enzymatisch oder sonst irgendwie, 
das ihm eigen ist. 

Wir haben es also mit den zwei aufeinanderfolgenden Reaktionen 
zu tun: a . 

normale Glucose —> am-Hexose —> Milchsaure. 

An zweiter Stelle nehmen wir an, daB die Geschwindigkeit von 
jeder dieser beiden Reaktionen durch das Massenwirkungsgesetz geregelt 
ist, und zwar auf folgende Weise: Wenn wir fiir die erste Reaktion 
z. B. die Konzentration der gewohnlichen Glucose mit [2] bezeichnen, 
die Gesamtkonzentration des Systems S, mit [®] und die Konzentration 
des Komplexes (gewéhnliche Hexose-S,) mit [g], so haben wir 

[2-9] _, 

4 
und wenn wir annehmen, daB die Reaktionsgeschwindigkeit —pro- 
portional @ ist, so bekommen wir als Ausdruck fiir diese Geschwindigkeit : 





d CO 
a Co = — =, 
dt k+a2 
oder wenn wir C@ durch V ersetzen, 
és = — he (1) 
dt k+<¢ 


Man sieht, daB V die maximale Geschwindigkeit darstellt, die die 
Reaktion erreichen kann, wenn das System mit dem Substrat gesattigt ist. 
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Dies ist die klassische Gleichung von Michaelis und Menten! 
fir die Einwirkung der Saccharase auf die Saccharose. Wir bemerken 
hier einerseits, daB wir hier nicht von einem ,,Enzym”™ sprechen, sondern 
nur von einem ,,aktivierenden System™’, und daB wir hier keine Hypothese 
aufstellen iiber die Natur oder den Mechanismus dieses Systems, auBer 
daB seine Beziehungen zu der gewéohnlichen Glucose durch das Massen- 
wirkungsgesetz beherrscht sind. Andererseits betonen wir, daB wir es 
nicht mit einem Ferment in geléstem Zustand zu tun haben, wie 
Michaelis, sondern mit Zellen lebender Bakterien; man kann sich die 
Frage vorlegen, ob die Geschwindigkeiten der verschiedenen Reaktionen 
beherrscht sind nicht durch Gleichgewichte, die ihrerseits dem Massen- 
wirkungsgesetz gehorchen, sondern vielmehr durch Diffusionserschei 
nungen. Es scheint uns leicht feststellbar, daB die Diffusions- 
erscheinungen hier kaum eine Rolle spielen; wenn dies der Fall ware, 
wiirde man unter anderem eine um ebensoviel groBere Geschwindigkeit 
beobachten als die Glucosekonzentration starker ware, was nicht 
zutrifft. 

Wir haben also die zwei aufeinanderfolgenden Reaktionen zu 
besprechen: 4 —~ B-» C, wovon jede der Gleichung von Michaelis 
unterliegt. Die Kinetik ist sehr eingehend von Haldane? diskutiert 
worden, und wir werden uns hier weitgehend der Uberlegungen von 
Haldane bedienen. 


Wenn wir mit a die Antangskonzentration von A, d.h. hier der 
gewohnlichen Glucose, bezeichnen, mit 2 die Konzentration von A 
zur Zeit ¢, mit y und z die betreffenden Konzentrationen von B (am- 
Hexose) und C (Milchsaure) zur Zeit ¢, mit V, die Maximalgeschwindig- 
keit der Umwandlung A ~ B, mit V, die Maximalgeschwindigkeit 
der Umwandlung B —- C und die Gleichung (1) benutzen, so haben wir: 

dx Viz dy Vie Voy dz Voy 


dt  k+e dt kt+2 k+y dt ky+y’ 
experimentell messen wir z als Funktion von A. 


Wir sehen sofort, daB &, bestimmt sehr klein ist. Tatsachlich ist, 


unabhangig von der Glucosekonzentration innerhalb der hier unter- 
suchten Grenzen und auBerhalb der Induktionsperiode dz dt 


konstant. Wir haben also: dz dt V,. Aber die Induktionsperiode 
zu Anfang besagt, daB /,, wenn auch sehr klein, doch nicht absolut Null 
ist: tatsachlich muB y eine minimale Konzentration erreichen, damit 
gilt: dz dt Vy. 


' Diese Zeitschr. 49, 333, 1913. 
2 J. B.S. Haldane, Enzymes. London, Longmans, Green u. Co., 1930, 


Biochemische Zeitschrift Band 265. 9 
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Andererseits ist fiir Werte von @ unterhalb einer gewissen Grenze 
die Induktionsperiode unabhaingig von den Veranderungen des Wertes 
von a: So fallen fiir a@ und a/2 (Kurven 1 und 2) die Kurven zusammen. 
Wenn die Konzentration a sinkt, so wichst die Induktionsperiode sehr 
deutlich an, und wir haben jetzt die Méglichkeit, wenigstens angeniahert 
den Wert k, zu berechnen: 


Wenn wir den geradlinigen Teil der Kurven bis zum Schnitt mit 
der Zeitachse verlingern, so geben die so erhaltenen Schnittpunkte 
ein angenahertes MaB fiir die Zeit, die zur Ansammlung des minimalen 
Betrages von y im Milieu nétig ist, damit die Gleichung (2) erfiillt ist. 
Man ersetzt also die der Induktionsperiode entsprechende Kriimmung 
durch zwei Geraden, wovon die Horizontale die Zunahme von y darstellt, 
die andere von der Neigung V, die Bildung von z. Unter diesen Be- 
dy  _ Vy,2 
| oe 
wahrend der verhaltnismaBig kurzen Dauer der Induktionsperiode x sich 
nicht merklich verandert und gleich a bleibt. Man kann dann setzen: 


dingungen haben wir: und man kann annehmen, dab 


dy _—s«- ‘Va 


_= » 
dt k,+a’ °) 


woraus man fiir zwei Werte a, und a, von a, entsprechend zwei Werten 
t, und ¢, von ¢t, die Gleichung ableitet: 


t,—t 
k = 2 . ° 3 
Sak eae (3) 
ay a, 


Diese Gleichung gestattet die Berechnung von 4, als Funktion 
VON dy, dy, t; und ty; aber wir miissen hier bemerken, daB wenn a, und a, 
mit geniigender Genauigkeit bekannt sind, ¢, und ¢, nur graphisch auf 
den Kurven bestimmt werden kénnen, andererseits experimentellen 
Fehlern unterliegen und schlieBlich in Gleichung (3) eine solche Rolle 
spielen, daB ein kleiner Fehler in ihrer Bestimmung eine groBbe Ab- 
weichung fiir den Wert k, bewirkt. Auch scheint es wiinschenswert, 
k, fiir mehrere Systeme von zwei Kurven zu berechnen, den Mittelwert 
zu nehmen, diesen in die folgende Gleichung (4) einzusetzen und die 
experimentell ermittelten Zeiten mit den berechneten zu vergleichen. 
Aus Gleichung (3) folgt: 


k 
— + 3 
oe (4) 
ty hy = 
a, 


Die Tabelle IV zeigt die Ergebnisse fiir k, = 9. 10-3. 
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Tabelle IV. 





t berechnet fiir 


a t experimentell ky =9.10-38 
Millimol 2,3 ecm Min. Min. 
0,333 17 17 
0,166 5 17 17 
0,033 3 24 21 
0,013 3 26 28 
0,006 65 39* 39 


* Grundwert der Berechnung. 


Die Ubereinstimmung zwischen den gefundenen und berechneten 
Werten ist sehr befriedigend. 

Gleichung (1), von der sich die anderen Gleichungen ableiten, 
fordert auBerdem Proportionalitat zwischen der Reaktionsgeschwindig- 
keit und der anwesenden Bakterienmenge. Wir haben oben (Tabelle 1) 
gesehen, daB diese Bedingung erfillt ist. Die in Tabelle IV gezeigten 
Ergebnisse scheinen unsere Ausgangshypothesen zu rechtfertigen, 
d.h. daB alles so verlauft, als wenn es sich bei der Aktivierung der 
Glucose um folgenden Mechanismus handelte: 

Gewohnliche Glucose + aktivierendes System 
~> Komplex Glucose aktivierendes System — am-Hexose 


aktivierendes System. 
Dieser Mechanismus entspricht der Gleichung: 
(Gewohnliche Glucose) (aktivierendes System) 


Komplex Glucose — aktivierendes System 


fiir die im Falle der hier benutzten Bakterien wir k, = 9. 10-4 berechnen 
konnten. 

Wie dieser Wert von /, insbesondere nach dem _ physiologischen 
Zustand der Bakterien und der Natur der ihnen dargebotenen Hexose 
schwankt, dariiber gedenken wir demniachst berichten zu kénnen. 
Wir méchten hier nur bemerken, daB ein anderer Versuch, der unter 
ahnlichen Bedingungen wie der Versuch auf Abb. 1 angestellt war, 
analoge Ergebnisse geliefert hat. 

Was den Wert JV, anlangt, so scheint aus der Betrachtung der 
Kurven 4 und 5 die Ungleichheit von V, und V, hervorzugehen: V, — Vy. 

Nehmen wir an, daB tatsachlich diese Ungleichheit besteht: es ist 
leicht zu sehen, daB sich y als Funktion der Zeit wie folgt andert: 

y ist zunachst Null, wachst linear mit der Geschwindigkeit V, Vv, 
bis zur Zeit t = a/V,, wo y den Wert (1 V,/V,)a— e erreicht und 

‘lt : ¢ 2 1 
> * 
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den Zeitpunkt, von dem an x fast Null wird: y nimmt dann mit der 
Geschwindigkeit V, ab. Dieser Verlauf ist in der schematischen Kurve 
der Abb. 2 wiedergegeben. 





ym soll den Minimalwert fiir y darstellen, der erforderlich ist, damit 
dzdt = V, wird. Man sieht leicht aus Abb. 2, daB die Zeit, die zum 
Anstieg von y vom Wert Null bis zum Wert ym (t,) nétig, viel linger 
ist als die Zeit, die zum Ubergang des Wertes ym bis zum Wert Null 
gebraucht wird (t, —¢,). Diese Beobachtung ist in volliger Cberein- 
stimmung mit den experimentellen Kurven, die samtlich zeigen, dal 
unabhangig von der Dauer der Induktionsperiode der Stillstand der 
Reaktion infolge Zuckermangels sehr schroff ist. 
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Uber den Einflu6 der Koagulation 
von begleitenden Eiweibstoffen auf die Aktivitit der Amylase. 


Von 
A. Oparin, S. Manskaja und M. Magaram. 


(Aus dem Biochemischen A. Bach-Institut des Volkskomissariats fir 


Cresundheitswesen, Moskau.) 


(Eingegangon am 8, Juli 1933.) 


Zwischen der Hitzekoagulation der EiweiBstoffe und der bei dem 
Erhitzen erfolgenden Inaktivierung der Fermente besteht irgendein 
innerer Zusammenhang. Darauf weist jener Umstand hin, da beiden 
Prozessen abnorm hohe, aber ungefahr gleiche Temperaturkoeffizienten 
eigentiimlich sind. In seinem Ubersichtsreferat iiber die Fragen der 
Kinetik enzymatischer Reaktionen gibt Moelwyn-Hughes (1) an, dab 
die Inaktivierung der Fermente in mancher Hinsicht Abhnlichkeit 
mit der EiweiBdenaturierung aufweist. Die Arbeiten von Pace und 
Laughlin und Lewis zitierend, iuBert er die Vermutung, da die Hitze- 
inaktivierung der Fermente durch wesentliche Veranderungen bedingt 
ist, die durch den Eintritt von Wasser in den Kern der Fermentteilchen 
bewirkt werden, ahnlich wie die Denaturierung von Eieralbumin und 
Oxyhamoglobin mit Zunahme der durch jedes Eiweibteilchen gebundenen 
Wassermenge einhergeht. Einen noch engeren Zusammenhang zwischen 
EiweiBkoagulation und Fermentinaktivierung stellen Northrop und 
Kunitz (2) fest in ihrer Arbeit tiber die Eigenschaften des kristallinischen 
Trypsins. Die genannten Autoren haben gezeigt, daB die Aktivitats- 
iinderungen des Trypsins beim Erhitzen unter verschiedenen Be- 
dingungen den Konzentrationsanderungen des in Losung verbleibenden 
Proteins vollkommen gleichlaufen. Je mehr unter bestimmten Be- 
dingungen Eiwei koaguliert, in desto starkerem Mabe wird auch das 
Ferment inaktiviert. Northrop und Kunitz erblicken hierin einen Be- 
weis der EiweiBnatur des Trypsins. Ahnliche Resultate erhielten 
Oparin und Manskaja (3) fiir Malzamylase. Beim Zusatz von Rohr- 
zucker oder Glycerin zu der Lésung dieses Ferments kann es im kochenden 
Wasserbad wahrend 3, ja 6 Minuten erhitzt werden, und es bleibt dabei 
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cin erheblicher Anteil der Aktivitét der Amylase erhalten. Indem man 
die Zuckerkonzentration, die Dauer des Erhitzens und die Aziditit 
des Milieus variiert, kann erwiesen werden. daB die Anderungen der 
Fermentaktivitat stets der EiweiBkoagulation parallel laufen. Je gréBer 
der Anteil des ausgefillten Proteinstickstoffs, desto starker ist das 
Ausmaf der Fermentinaktivierung. 


Die genannten Autoren erkliren aber diese Erscheinung anders 
als Northrop und Kunitz. Wie durch die Untersuchungen von Oparin 
und Aurssanow (4) erwiesen, wird in allen den Fallen, wo unter dem 
Einflu8 verschiedenartiger physikalischer und chemischer Faktoren 
aus Amylaselésungen Niederschlage ausfallen, Amylase durch diese 
Niederschlige adsorbiert. Auf solche Weise adsorbierte Amylase wird 
unwirksam, und erst nach Elution oder Auflésen des Niederschlags 
erlangt die Lésung wieder die Fahigkeit, Staérke zu verzuckern. Das 
Ferment behalt seine Wirksamkeit folglich nur dann, wenn es sich 
in Lésung (im mikroheterogenen Zustand) befindet. Beim Ubergang 
in die Fallung (makroheterogener Zustand) biBt es die Fahigkeit, 
Starke abzubauen, ein. Die Hitzeinaktivierung der Amylase kann als 
ein Spezialfall obiger Erscheinung betrachtet werden. Von diesem 
Standpunkt aus sind jene Verinderungen die primaren und wesentlichsten, 
die die in der untersuchten Fermentlésung enthaltenen Proteine er- 
leiden. Diese EiweiBstoffe brauchen dabei keineswegs zu dem Bestand 
der Fermentteilchen als solcher zu gehéren; sie kénnen auch zufallige 
Begleitstoffe vorstellen oder nach Willkiir zu der Fermentlésung zu- 
gesetzt sein. 

Experimenteller Teil. 

Bereits ein einfacher Zusatz von EiweiB zu einer Amylaselésung beein- 
fluBt wesentlich die Thermolabilitaét des Ferments. Insbesondere wird die 
Thermolabilitaét durch Zusatz einer Lésung von Eieralbumin stark erhéht. 
Zusatz einer zuvor durch Dialyse von Salzen befreiten Lésung des gleichen 
Proteins verleiht dem Ferment hingegen eine erhéhte Hitzebestandigkeit. 
Dies ist aus folgenden Versuchen zu ersehen: 

Je leem 2!),°,ige Albuminlésung! wurde mit lcem einer Lésung 
von Malzamylase versetzt. Fiir die Kontrolle wurde dieselbe Menge der 
Amylase mit | cem Wasser versetzt. Die Halfte der auf diese Weise bereiteten 
Proben wurde im Wasserbad 3 Minuten auf 60°C oder 5 Minuten auf 55° 
erhitzt. Nach Abkiihlen dieser Proben wurden zu allen Proben je 10 cem 
2°.ige Starkelésung zugesetzt. Die Mischungen wurden 2 Stunden lang 
im Thermostaten bei 37° stehengelassen und dann der Zuckergehalt nach 
Bertrand bestimmt. Die Resultate dieser Bestimmungen, ausgedriickt 
in Milligramm Maltose und in Prozenten der urspriinglichen Amylase- 
aktivitaét, sind in Tabelle I und II zusammengestellt. 

' Es kénnen auch viel kleinere EiweiBkonzentrationen verwendet 
werden. 
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Aus diesen Befunden geht hervor, daB der Zusatz der Albuminlésung 
die Amylaseaktivitat wenig beeinfluBt, indem diese sogar etwas erhéht 


wird. Dagegen ist die amylolytische Wirksamkeit der albuminhaltigen 
Proben nach dem Erhitzen im Vergleich zu den Kontrollproben stark 
herabgesetzt. Die von uns angewendete Hitzebehandlung beeinfluBte 


letztere so gut wie gar nicht, in Gegenwart von Eiweils sank dagegen die 
Aktivitaét der Amylase bis auf 20 bis 30°, der anfanglichen Wirksamkeit. 
Auf diese Weise bewirkte der Zusatz der leicht koagulierenden Albumin- 
losung eine bedeutende Steigerung der Thermolabilitaét der Amylase. 


Gerade umgekehrte Verhaltnisse wurden beobachtet, als zum Versuch 
eine Albuminlésung verwendet wurde, die durch Dialyse von Salzen befreit 
war. Wie bekannt, bleibt eine solche Lésung auch nach dem Aufkochen 
klar. In diesem Falle steigert der Zusatz des EiweiBes die Hitzestabilitat 
des Ferments. 


Zu leem Amylaselésung kam 1 cem 0,25°,ige, sorgfaltig dialysierter 
Albuminlésung. Kontrollen — wie im vorangehenden Versuch. Die L6- 
sungen wurden 10 Minuten lang auf 65° erhitzt. Dann wurde die Bestimmung 
der Amylaseaktivitét in oben angegebener Weise vorgenommen. In einem 
speziellen Versuch wurde zu der Mischung von Amylase und dialysiertem 
Albumin vor dem Erhitzen 1 Tropfen gesattigter NaCl-Lésung zugesetzt. 
In diesem Falle wurde die Lésung beim Erhitzen infolge der Koagulation des 
darin enthaltenen EiweiBes stark getriibt. In Tabelle III sind die Resultate 
zusammengetaBt. 


Tabelle III. 


EinfluB des Zusatzes von dialysiertem Albumin auf die Ak- 


tivitat der Amylase beim Erhitzen der Lésung auf 65° wahrend 


10 Minuten. 





Amylase + dialysiertes 








Amylase + H.O in Amylase + H,0 Amylase +dialysiertes pPiweif, + NaCl auf 65° 
der Kilte auf 65° erhitzt Eiweif auf 65° erhitzt pH ree , 
Maltose 6 Maltose ‘ Maltose ‘ Maltose - 
mg ¥ mg ° mg . mg 
: : 
90,0 100.0 | 28,0 31,1 56,0 62,2 11,0 12,2 


Aus den angefiihrten Zahlen ist zu sehen, daB die Amylase unter 
Bedingungen, die die Eiwei®Bkoagulation ausschlieBen, thermostabiler 
wird. Dagegen wird im Falle, wo die Koagulation erfolgen kann, die Emp- 
findlichkeit der Amylase gegeniiber erhéhter Temperatur gesteigert. Zur 
weiteren Klairung der Frage wurden folgende Versuche ausgefiihrt. Dialy- 
sierte Albuminlésung wurde im kochenden Wasserbad 3 Minuten lang 
erhitzt. Die Lésung blieb vollstandig klar. Nach dem Erkalten wurde 
Amylaselésung in demselben Verhaltnis wie in den vorangehenden Versuchen 
zugesetzt. Dann wurde durch Zusatz von Salzen (NaCl und CaCl,) die 
Fallung des EiweiBes ausgelést. Nach Zusatz von Stiarkelésung und 
2 Stunden Aufenthalt im Thermostaten auf 37°C erfolgte die Maltose- 
bestimmung. Auf diese Weise wollten wir den EinfluB auf die Fer- 
mentaktivitaét ermitteln, den die EiweiBkoagulation an und fiir sich 
ausiibt beim Fehlen jeglicher thermischer Einwirkungen auf das Fer- 
ment selbst. Nachstehend die Ergebnisse. 
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Tabelle 1V. 


Aktivitat der Amylase bei Fiweibkoagulationin der Kalte. 





Amylase 


Amylase + H,0 Amylase + H,0 _ Amylase — s + dialysiertes 
Versuch + Natl + dialysiertes Eiweifs Eiwei8 + NaCl 
Maltose ‘a Maltose - Maltose ‘ Maltose 
Nr. meg - mg ’ mg ° mg 
1 108.0 = 100,0 102,0 94.4 1101 102,0 110,1 102.0 
2 102.0 100,0 106.0 104.0 106.0 104,0 106.0 104.0 
3 109.0 100,0 —_ — 116,0 106.4 110.8 101.7 
4 114.2. 100,0 _ — — _ 112.4 98.4 


Wider Erwarten wurde demnach die Aktivitét der Amylase bei 
derartiger EiweiBkoagulation im der Kalte nicht beeinfluBt. © Durch 
Zentrifugieren der nach der Koagulation des Albumins erhaltenen Mischung 
(vor Zusatz der Starke) und darauffolgende Bestimmung der Amylase 
im Niederschlag und im Zentrifugat konnte jedoch gezeigt werden, dab 
der EiweiBniederschlag unter diesen Bedingungen die Amylase gar nicht 
adsorbiert. Die ganze zum Versuch verwendete Amylase befand sich in 
der Lésung, der EiweiBniederschlag war frei davon. 

Um eine Adsorption des Ferments durch den EiweiBniederschlag 
zu erzielen, mubBten die Milieubedingungen verandert werden, indem die 
mit gekochtem dialysiertem Eiweif versetzte Amylaselésung ein wenig 
angesauert wurde. Solch eine Ansdéuerung, die durch Zusatz von Salzsaiure 
bewirkt wurde, ruft schon an sich eine leichte Tribung der Losung hervor 
und beeintrachtigt ein wenig die Wirksamkeit des Ferments, auch wenn 
die Lésung vor dem Zusatz der Starke wieder auf die urspriingliche Reaktion 
gebracht wird. Zusatz von Natrium- oder Calciumsalzen zu einer derartig 
angesauerten Lésung bewirkt die Bildung eines reichlichen Eiweilinieder- 
schlags und vollstandige Inaktivierung des Ferments. 

Die Versuchsanordnung war folgende: Kleine Erlenmeyer-Kolben 
wurden mit 1 cem dialysierter, zuvor aufgekochter und abgekiihlter Albumin- 
lésung und mit 1 cem Amylaselésung beschickt. Die Proben wurden dann 
1, Stunde bei Zimmertemperatur stehengelassen und mit so viel verdiinnter 
Salzsiure versetzt, da das py der Lésung von 6,1 auf 4,12 sank. Dabei 
erfolgte eine leichte Triibung der Lésung. Die Mischungen werden nochmals 
1, Stunde stehengelassen. Dann folgte Zusatz von 1 bis 2 Tropten ge- 


Tabelle _ 


Inaktivierung der Amylase bei Koagulation von Albumin in der 





Kalte. 
i : Amylase + dia- Amylase + dia- Amylase + dialy- 
Amylase + dia-  jysiertes Eiweif lysiertes Eiweili. Amylase +HCl__ siertes Eiweifi 
iat ie ya + Cal, LHC Pa = 3,7 HC) 4 CaCl, 
pina ra = 5, Pu = 6.1 Pu = 4,12 pu = 4,12 
Maltose P Maltose - Maltose ™ Maltose ‘ Maltose ‘ 
Nr. mg ’ mg ° mg , mg j mg 
1 §2.1 100.0 78,0 95,0 55,7 67,8 - 0 0 
2 96,0 100.0 87,0 99.0 69.1 71,9 39.7 41,7 0 0 


3 71.0 100.0 62.0 87,0 _ — 32.8 46.0 0 0 
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sattigter CaCl,-Lésung. Nach Durchschiitteln (wobei ein dichter Nieder- 
schlag ausfiel), wurde die Lésung weitere 30 Minuten stehengelassen. 
Dann wurden alle Versuchsansitze auf py 6,1 neutralisiert, Starkelésung 
zugesetzt und nach 2 Stunden Aufenthalt im Thermostaten bei 37° die 
Kertrand-Bestimmung ausgefiihrt. 


In Tabelle V sind die Resultate zusammengefaBbt. 


Aus diesen Zahlen folgt, dafS das im sauren Milieu in der Kalte koagu- 
lierte Albumin die in der Lésung enthaltene Amylase vollstandig inaktiviert. 
Diese Inaktivierung weist viel Ahnlichkeit auf mit der Hitzeinaktivierung 
der Fermente. Nach den Befunden von Oparin und Kurssanow (4) kann 
durch Zusatz von Tannin, Salzen oder Saéuren inaktivierte Amylase wieder 
regeneriert: werden, wenn man den ausgefallenen Niederschlag mit einer 
Lésung von Pepton behandelt. Bei der Hitzeinaktivierung der Amylase 
gelingt dies nicht. Desgleichen kann die Amylase bei der obigen Methode 
der Inaktivierung durch Koagulation des zugesetzten, zuvor aufgekochten 
Albumins nichts mittels Pepton regeneriert werden. Wird aber das Pepton 
vor der Fallung des EiweiBes mit CaCl, zu der Lésung zugesetzt, so bleibt, 
wie aus Tabelle VI zu ersehen, ein erheblicher Teil des Ferments in aktivem 
Zustand in der Lésung. 


Tabelle V1. 


FintluB von Pepton auf die Inaktivierung der Amylase. 











ee ee Ferment + Pepton Ferment + Pepton 
Ferment + Fiweis Ferment + Eiweis Eiweif + HCI + Eiweif + HCl 
Ver- ‘ ei CaCl, (Suspension) + CaCl, (Zentrifugat) 
such ——_$—$— | ——_______ Sj — 
Maltose 0), Maltose 09 Maltose 0% Maltose Oi 
Nr. mg mg mg mg 
1 A774 190,0 0 0 33,2 70,0 31,0 65,4 
2 {8,6 1900 0 0 39,1 $2,0 39,0 80,3 


Es ist bekannt, daB manche Fermente und speziell die Amylase nach 
hitzeinaktivierung beim Stehenlassen zum Teil regeneriert werden. Unserer 
Meinung nach kann eine solche Regenerierung erzielt werden durch Aut- 
lésén des EiweiBniederschlags, der das Ferment adsorbiert und dadurch 
inaktiviert. Wir versuchten dies durch Verdauen des EiweiBniederschlags 
mit Pepsin zu vollziehen. Dieses Ferment ist fiir unsere Zwecke nicht be- 
sonders geeignet, da die fiir dasselbe optimale <Aziditaét die Amylase 
schadigt. Wir verfiigten jedoch nicht iiber Praparate anderer proteolytischer 
Fermente. Wir fiihrten daher die partielle Verdauung der EiweifBnieder- 
schlage mittels Pepsin aus, in einem Milieu, das fiir die Amylase noch einiger- 
maBen vertraglich ist (bei px 4,0 bis 4,2). 

Verdaut wurden sowohl Eiwei®niederschlige, die bei der Hitzeinakti- 
vierung der Amylase erhalten wurden, wie solche, die durch Koagulierung 
des Albumins in der Kalte mit CaCl, hergestellt waren. Die Versuche wurden 
auf folgende Weise angestellt : Zu einer Mischung von Amylase und Albumin 
wurde nach Inaktivierung des Ferments durch Erhitzen oder Zusatz von 
CaCl, Leem 2°,ige Pepsinlésung und Salzséure bis zur erforderlichen 
Aziditit zugesetzt. Dann kamen alle Ansatze in ein Wasserbad bei 30° C, 
in dem sie '/, Stunde stehengelassen wurden. Nach Ablauf dieser Zeit 
wurde die urspriingliche Aziditat wieder hergestellt, Starke zugesetzt und 
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wie oben die Bestimmung der Aktivitat der Amylase ausgefiihrt. Um sicher 
zustellen, daB das Pepsin an sich die Wirksamkeit der Amylase nicht beein 
fluBt, wurde eine Probe aus urspriinglicher Amylaselésung, Pepsin und 
Salzséure angesetzt. Es erfolete dabei keine merkliche Anderung det 
Amylaseaktivitat. Die Ergebnisse sind in den Tabellen VIL und VIII 
zusammengestellt. 


Tabelle VIL. 


EinfluB von Pepsin auf die Regeneration von Amylase nach 
Hitzeinaktivierung in Gegenwart von nichtdialysiertem 
Albumin. 





Amylase + Eiweil 


Ver- . ‘ + Pepsin + Hel 
such - _ 
Maltose - Maltose ‘ Maltose ‘ Maltose 

Nr. mg mg mg mg 
1 77,5 100,0 80,0 | 103,2 13,7 17,7 43,3 55,9 
2 83,5 100,0 77,0 92,2 19,5 23,3 49,0 58,7 
3 77,0 100,0 77,5 | 100,7 18,3 23.8 50,3 65.3 
4 80,6 100,0 75,7 93,9 13,7 17,0 42.0 52.1 
5 84.6 100,0 83,5 98,7 13,7 16,2 48.0 56,7 
6 83,5 100,0 83,5 100,0 15,9 19,0 49.8 59.6 


Aus Tabelle VII ist zu ersehen, dab Amylase, die in Gegenwart von 
nichtdialysiertem EiweiB 3 Minuten lang auf 60° erhitzt wurde, einen 
betrachtlichen Teil ihrer Aktivitaét einbiibt. Wird aber der ausgefallene 
EiweiBniederschlag mit Pepsin verdaut, so steigt die Aktivitat der Amylase 
wieder bis auf 50 bis 60°,, der urspriinglichen Wirksamkeit an. Das gleiche 
geschieht auch in dem Falle, wenn die Amylase in der Kalte dure’. Koagu- 
lation von dialysiertem, zuvor aufgekochtem Albumin inaktiviert wird. 


Tabelle VILLI. 
EinfluB von Pepton auf die Regenerierung von Amylase 
nach Inaktivierung durch Fallung von dialysiertem Albumin. 





Ferment + Eiweif Ferment + Eiweif 
: : ., Ferment + Eiweils + HCl + CaCl, +HCL+ Caclh, 
Var. Ferment + Eiweil} + HCl + CaCl, + Pepsin + Pepsin 
such (Suspension) (Zentrifugat) 
Maltose ij 6 Maltose - Maltose ‘ Maltose 
Nr. mg . mg mg . mg 
1 47.4 100,0 0 0 7,1 14.6 7,1 14,6 
2 48,6 109.0 0 0 9.9 20.0 to 15,8 
3 47.4 100,0 0 0 9.9 20,8 7,1 14.9 


Aus dieser Tabelle ersieht man, da®B eine Lésung, die ihre amylolytische 
Wirksamkeit vollstandig verloren hatte, sie nach Einwirkung von Pepsin 
zum Teil wieder erlangt. Dabei geht die Hauptmenge des regenerierten 
Ferments in die Lésung (das Zentrifugat) tiber, wird also allem Anschein 
nach aus dem adsorbierten Zustand herausgelost. 
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Zusammenfassung. 


1. In Gegenwart von nichtdialysierter Lésung von Eieralbumin 
erscheint die Thermolabilitat der Amylase erhéht. Dagegen erscheint 
das Ferment beim Zusatz von dialysierter EiweiBlésung stabiler gegen 
erhéhte Temperaturen. 

2. In saurem Milieu kann eine Inaktivierung der Amylase in der 
Kilte erzielt werden, die der thermischen analog ist. Zu diesem Zwecke 
wird die zur Fermentlésung zugesetzte, dialysierte und aufgekochte 
Albuminlésung mittels Salzen gefallt. Bei pu — 6,1 adsorbiert das 
auf solche Weise gefallte Eiwei8 kein Ferment, letzteres bleibt in 
vollstandig aktivem Zustand in der Lésung. 

3. Vorheriger Zusatz von Pepton schiitzt Amylase vor Inakti- 
vierung in der Kalte. Nach erfolgter Inaktivierung wird die Amylase 
aber durch Pepton nicht mehr reaktiviert. 

4. Bei der Pepsinverdauung von EiweiSniederschlagen, hergestellt 
durch Hitzeinaktivierung der Amylase oder durch Koagulation in der 
Kalte, kann in der Lésung wieder das Auftreten einer erheblichen 
Menge von aktiver Amylase beobachtet werden. 


Literatur. 


1) B.A. Moelwyn-Hughes, Ergebnisse der Enzymforschung II, 1933. 

2) J. H. Northrop u. M. Kunitz, ebenda 8. 104. — 3) A.Oparin u. 
S. Manskaja, diese Zeitschr. 260, 170, 1933. — 4) A. Oparin u. A. Kurssanow, 
ebenda 209, 181, 1929; 256, 190, 1932. 
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Spermatozoenbewegung und Wasserstoffionenkonzentration. 
Versuche mit dem Sperma der Regenbogenforellen. 


Von 
W. Schlenk jr. 
(Chemisches Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 15, Juli 1933.) 


Es ist eine verbreitete Erscheinung im Tierreich, daB die Bewegung 
der Spermatozoen nicht selbstandig einsetzt, sobald die Spermatozoen 
fertig ausgebildet sind; es bedarf vielmehr einer besonderen Auslésung 
der Bewegung, die meist erst in Verbindung mit der Begattung erfolgt. 
Bei ,,innerer Begattung’: scheint, wie in einigen Fallen nachgewiesen 
ist!, der AnstoB fiir die Spermienbewegung durch die Vermischung 
mit akzessorischen Sekreten gegeben zu sein. Bei vielen Wasser- 
bewohnern dagegen werden Ei und Spermien ohne innere Begattung 
abgelegt. Hier hat die Vermischung mit dem Wasser (Meer- oder SiiB- 
wasser) den Erfolg, die bis zu diesem Zeitpunkt bewegungslosen Spermien 
zu mobilisieren. Die Wichtigkeit dieser Einrichtung liegt auf der Hand. 
Fir die Bewegung der Spermien steht nur ein begrenzter Vorrat an 
Energie zur Verfiigung: es erscheint ,,.zweckmaBig**, da dieser Vorrat 
erst eingesetzt wird, wenn die Méglichkeit, das befruchtungsbereite Ei 
zu erreichen, unmittelbar bevorsteht; zumal, wenn die Bewegungs- 
dauer nur sehr kurz ist, wie bei den Forellen. Hier betragt die Be- 
wegungszeit etwa '/, Minute, wihrend die Bewegungsbereitschaft der 
reifen Spermien tiber viele Tage anhalt. 

Warum ist die Bewegung im unverdiinnten Sperma gehemmt und 

weshalb wird sie beim Vermischen mit Wasser ausgelést ? Die hohe 
praktische Bedeutung der Spermienbewegung fiir die Befruchtung 
macht die experimentelle Beantwortung dieser Frage wichtig ; auBerdem 
verspricht eine Kléirung der Verhiiltnisse einen Fingerzeig dafiir zu 
geben, in welchem chemischen Geschehen die Spermienbewegung be- 
griindet ist. 
1 Fiirbringer, Berl. klin. Wochenschr. 1886, 8. 477; £. Steinach, Ptligers 
Arch. 56, 330, 1894; G. Walker, Arch. f. Anat. u. Physiol., Anat. Abt., 1899, 
8. 340; H. Hirokawa, diese Zeitschr. 19, 291, 1909; EF. Redenz, Arch. f. 
mikr. Anat. u. Entw. 103, 593, 1924; Wiirzburger Abh. a. d. Ges.-Geb. 
d. Med. 24, 107, 1926; T. von Lanz, Proc. of the sec. int. Congr. f. sex research, 
8.85. London 1930. 
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Da seit der klassischen Untersuchung von Engelmann! bekannt ist, 
daB unter Umstanden eine Steigerung der Spermabewegung durch Sauer- 
stoff erzielt werden kann, war das Nichstliegende, bei der Vermischung 
des Spermas mit dem Wasser an eine Erhéhung des Sauerstoffgehalts zu 
denken und in einer hierdurch gesteigerten Atmung die Bedingung fiir 
das Auftreten der Bewegung zu vermuten. Dieser Deutung widerspricht, 
daB — z. B. beim Forellensperma — die Bewegung auch durch sauer- 
stofffreies Wasser, ja sogar durch Wasser, das mittels Kohlenoxyd oder 
Cyankalium fiir Atmung vergiftet ist, ausgelést wird. Ein anderes 
wesentliches Moment der Bewegungsauslésung bei der Vermischung 
des Spermas mit Wasser hat man in der Verainderung des osmotischen 
Druckes gesehen. Da das Substrat, in dem die Spermien sich befinden, 
nicht unerhebliche Mengen von Salzen gelést enthalt, bedeutet die 
Verdiinnung mit Wasser, wie sie beim natiirlichen Vorgang der Be- 
fruchtung vor sich geht, eine Herabsetzung des osmotischen Druckes. 
Von L. Scheuring? wurde jedoch am Forellensperma gezeigt, daB auch 
Vermischung mit isotonischen Salzlésungen Bewegung auslést. Diese 
Feststellung fiihrte Scheuring zu dem Resultat, daB Ruhe und Be- 
wegung wohl auBer durch den osmotischen Druck wesentlich durch 
spezifische Wirkung der Ionen des umgebenden Mediums bedingt sein 
dirften. BeeinfluBt durch dieses Ergebnis Scheurings hat O. Gaschott® 
eine Anzahl systematischer Versuche dariiber angestellt, welches die 
fiir die Bewegung der Forellenspermien optimalen Konzentrationen 
einiger Salzlésungen sind und wie die Wirkung der Salze durch Anderung 
der Aziditat beeinfluBt wird. Dadurch hat er das Problem der Sperma- 
bewegung an sich nur kompliziert, da er Versuchsbedingungen nach- 
geht, die beim Vorgang der Eibefruchtung in der Natur iiberhaupt 
nicht bestehen. Unter dem Eindruck der — meines Erachtens neben- 
siichlichen — Tatsache, daB es gewisse Salze gibt, die eine Reizwirkung 
auf die Spermien ausiiben, ging Gaschott dann an einer Erkenntnis 
vortiber, die das Hauptproblem in denkbar einfachster Weise lést, 
namlich an der von mir nunmehr eindeutig festgestellten Tatsache, 
daB beim natiirlichen Vorgang fiir die Ausl6sung der Spermienbewegung 
einfach die Wasserstoffionenkonzentration das MaBgebende ist. 

Ich wandte zur Verdiinnung des Spermas statt Wasser Phosphat- 
pufferlésungen an und fand, daB die Bewegung vollstandig unterbleibt, 
wenn die Saurestufe der Lésung py = 7,8 oder niedriger ist. Sprung- 
artig dagegen tritt véllig normale Bewegungsauslésung ein, wenn man 
zu Lésungen von pu = 8,0 tibergeht. 


1 Th. W. Engelmann, Jenaische Zeitschr. f. Med. u. Naturwiss. 4, 321, 
1868. 


2 L. Scheuring, Arch. f. Hydrobiol. Suppl.-Bd. IV, 181, 1925. 
3 O. Gaschott, ebenda, Suppl.-Bd. IV, 441, 1925. 
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Das Unterbleiben der Bewegung in den .,sauren’ Lésungen 
(pu 7,8) ist nicht auf Schddigung der Spermien zuriickzufiihren. Die 
Bewegungsbereitschaft bleibt namlich in diesen Mischungen erhalten, 
und die Bewegung kann durch Zugabe alkalischer Pufferlésung nach- 
triglich ausgelést werden. Auch ist es nicht etwa so wie Gaschott 
annimmt —, daB das Jonenverhaltnis (Aaliwmphosphat ~— Natriwm- 
phosphat) oder der osmotische Druck gerade bei py — 8,0 eine fiir 
die Spermienbewegung entscheidende Schwelle  tiberschreitet: Das 
Phinomen bleibt bestehen, wenn als Kationen nur Kalium- oder 
nur Natriumionen vorhanden sind; desgleichen, wenn die Puffer- 
konzentration weitgehend verringert wird. Die Art des Puffers ist 
iiberhaupt nicht entscheidend: der Effekt ist derselbe bei Citrat- 
und Glykokollpuffer. Es ist daher klar, daB bei der Wirkung der 
genannten Salzlésungen nur die H-Ionenkonzentration praktisch das 
MaBgebende ist. 

Der durch seine scharfe Abgrenzung eindrucksvolle Effekt bei An- 
wendung von Pufferlésungen spiegelt nun in der Tat nichts anderes 
wieder als das, was unter natiirlichen Umstainden bei der Vermischung 
des Spermas mit Wasser eintritt: Nach meinen Feststellungen zeigt 
naimlich das unverdiinnte Spermasubstrat ( Regenbogenforelle) eine Sdure- 
stufe pu~ 7,3 und erfdahrt bet der Verdiinnung mit Brunnenwasser 
(pu ~ 8,0) die zur Bewegung notwendige Verringerung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration. 

Einer Klarung bedirftig schien mir noch die Beobachtung, dal 
auch bei Anwendung von destilliertem Wasser eine gewisse Bewegung 
ausgelést wird. Wie sollte reines Wasser (pa = 7,0) den Wasserstoff- 
exponenten des Substrats von 7,3 auf angendhert 8,0 verschieben / 
Angesichts der Tatsache, daB destilliertes Wasser durch iibermabiges 
Quellen der Spermatozoen nach sehr kurzer Zeit tédlich wirkt, liegt 
der Gedanke nahe, die hierbei beobachtete Bewegung habe mit der 
normalen Bewegung nichts zu tun, sondern stelle vielleicht eine Art 
..Todeszuckungen* dar. Die Lésung der Frage ist indessen noch ein- 
facher: Wird vollkommen reines Wasser (,,Leitfahigkeitswasser*) ver- 
wendet, d.h. Wasser, welches nicht Gelegenheit gefunden hat, durch 
Einwirkung auf Glas seine Hydroxylionenkonzentration zu erhdhen, 
so bleibt die Bewegung aus. Man kann sich davon in einfachster Weise 
iiberzeugen, wenn man auf einem Objekttriger aus Quarz das Sperma 
mit ganz reinem Wasser vermischt. Benutzt man dagegen einen der 
iiblichen Objekttrager aus Glas, so beobachtet man in den untersten 
Schichten, also in unmittelbarer Nahe des Glases, spurenweise Be- 
wegung. LaBt man den Wassertropfen vor Zugabe des Spermas einige 
Minuten auf dem Glas liegen, so geniigt die Alkalitat, die er dadurch 
erhalt, um eine allgemeine schwache Bewegung auszulésen. 
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Das Ergebnis dieser Untersuchung ist der Beweis, daB fiir di: 
Samenzellen im Forellensperma Ruhezustand und Bewegungseintritt 
ausschlieBlich durch die Wasserstoffionenkonzentration geregelt werden 
Aus dieser Feststellung ergibt sich fiir mich als nachste Aufgabe, fest 
zustellen, ob auch bei anderen Tierformen die H-Ionenkonzentration 
fiir die Mobilisierung der Spermien das einzig ausschlaggebende? ist 
oder ob in den akzessorischen Sekreten noch andere chemische Wirkungen 
gesucht werden miissen. 


Versuchsteil. 


Die verwendeten Forellen (trutta iridea) stammten aus dem Bach 
Plane im Flaming. Sie wurden bei Eintritt der Laichreife oder kurz vorhe: 
nach Berlin gebracht und kamen zur Halterung in groBe Becken mit dauernd 
durchflieBendem Brunnenwasser (7 bis 10°C). Die Fische befanden sich 
in tadellosem Gesundheitszustand; Schadigung der Laichprodukte kommt 
unter den erwihnten giinstigen Bedingungen nicht in Betracht. (Gleich- 
zeitig wurden auch Brutversuche in groBer Zahl durchgefiihrt.) 

Das Sperma wurde nach der in der Fischzucht tiblichen Weise durch 
»Streifen** der reifen Mannchen gewonnen. Insgesamt kamen bei den im 
folgenden beschriebenen Versuchen etwa 20 verschiedene Mannchen zur 
Verwendung. Soweit nichts anderes bemerkt ist, wurde das Sperma der 
einzelnen Individuen einzeln untersucht (nicht gemischt). Alle Versuche 
wurden mehrmals wiederholt. Die mikroskopische Beobachtung geschah 
nach dem Beispiel von Scheuring in der Weise, daB der zur Vermischung 
mit dem Sperma bestimmte Fliissigkeitstropfen auf einen Objekttrager 
gebracht und das Mikroskop fiir die Beobachtung auf ihn scharf eingestellt 
wurde; an der Spitze eines Platindrahtes wurde dann eine Spur Sperma 
eingebracht und mit dem Tropfen gemischt. Die ausgeléste Bewegung 
dauert 20 bis 40 Sekunden. 


I. Versuche mit Pufferlésungen. 

1. Durch Mischung von m/15 Nag HPO,-Lésung mit m/15 KH,PO,- 
Lésung im entsprechenden Verhaltnis wurde die Jeweils gewiinschte H- 
lonenkonzentration hergestellt; nach Einbringung von Sperma wurde die 
Bewegung beobachtet. 


6,2cem sek. Phosph. + 3,8cem prim. Phosph.: px 7.0; keine Bewegung 
Te Ge es i + 2,8 ,, ‘ * pax 13; en 
oss * % + 1,8 ,, " + On = 7,4; 55 % 
8.8 ,, ‘ oa 4- 23: ie r PH 143 » - 
Bi ae +060 « a Pu = 7,83 ” 
| * + 0,3 ,, = i Pu = 8,0; lebhafte all- 
gemeine Bewegung 
10,0cemsek. Phosph. + 0,0cem prim. Phosph.: py = 8,3; lebhafte allgemeine 


Bewegung 


1 Hemmende** Wirkung von Saure und _ .,giinstige’’ Wirkung von 
Alkali wurde, speziell beim Saugetiersperma, mehrfach beobachtet.  Vegl. 
besonders Ochi, Acta scholae med. imp. univ. in Kyoto 1, 341, 1916; Yamane, 
J. of the coll. of agriculture, Hokkaido imp. univ. 9, 161, 1921. 
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Nachtragliche Zufiigung eines Troptens Putferlésung von py 8.3 
oder eines Troptens n 10 Natron- oder Kalilauge zu den bewegungslosen 
Gemischen léste Bewegung aus, die sich nach Art und Dauer von der ge- 
wohnlich beobachteten Bewegung nicht unterschied. Hatte Bewegung 
jedoch schon stattgefunden (bei px 8.0 und 8,3), so brachte nachtragliche 
Erhéhung der Alkalitaét keine Wirkung mehr hervor. (Auch Spermien, 
deren Bewegung nach der Verdiinnung mit gew6hnlichem Wasser abgelaufen 
und zum Stillstand gekommen ist, lassen sich durch Alkali nicht wieder- 
erwecken.) 

Fiir einige der genannten Mischungen wurde auch die Gefrierpunkts- 
erniedrigung bestimmt. Es wurde gefunden fiir die Lésung von 


PH 7.0: At 0,29° C 
pu = 7.4: At = 0,28°C 
PH 7,8: At = 0,27°C 


Der osmotische Druck der Lésungen ist etwa gleich grof wie der des Sperma- 
substrats. (Nach Scheuring schwankt At fiir Sperma von trutta iridea 
zwischen 0,21 und 0,38.) 

2. Die fir pu 7,8 hergestellte ! js mol. Pufferlésung wurde durch Zu- 
gabe von destilliertem Wasser auf 1/39, 1/9, 3/120. 4/729 Mol. Konzentration 
gebracht ; keine der Lésungen verursachte Bewegung der Spermien. Nach- 
tragliche Zugabe einer Pufferlésung von py 8.3 erteilte den Spermien 
in allen Mischungen Bewegung. In der 4/7.) mol. Lésung schien die nach- 
tragliche Bewegung etwas schwicher zu sein als in den anderen Fallen. 
Wahrscheinlich war Schadigung durch den abnorm niedrigen osmotischen 
Druck eingetreten. (Zum Vergleich: das Berliner Brunnenwasser hat eine 
Getfrierpunktserniedrigung At 0.015° C, das entsprache einer '/ss9 mol. 
Kochsalzlésung. ) 

3. Als saure Komponente des Puffergemisches wurde statt der K Hg PO,- 
Lésung n 10 Salzsiure benutzt: Die beim Einbringen von Sperma beob- 
achteten Erscheinungen sind dieselben wie die unter 1. geschilderten. 

4. Das Puffergemisch wurde aus KH,PO,-Lésung und n_ 10 Kalilauge 
bereitet: Wirkung wie unter 1. beschrieben. 

5. Eine m/10 Lésung von sekundirem Natriumcitrat und n, 10 Lésung 
von Natriumhydroxyd wurden gemischt (die Pufferwirkung in dem unter- 
suchten Gebiet ist nur gering): 


5.0 cem Natriumcitrat + 4,73 cem NaOH: py 7.0; Bewegungslosigkeit 
5.0, és ! 4,83 .. NaOH: pu 7,33 i 
5.0, o + 4,92 .. NaOH: pu 7,73 ss 
5.0... = + 5.01 .. NaOH: py 8.0; Allgemeine, leb- 


hatte Bewegung. 
Alkali vermag die unterbliebene Bewegung nachtraglich auszuldsen. 
ad £ 
6. Glykokollésung (.,.Kkahlbaum**) zeigte: 
PH 6.9; keine Bewegung. 
l0cem Glykokoll6sung + 0,02 ccm n 10 NaOH: 
PH 7.8; keine Bewegung. 
10cem Glykokollésung — 0,06 cem n 10 NaOH: 
Pu ™ 8,0; allgemeine lebhafte Bewegung. 
Nachtragliche Zugabe von Alkali lést in den bewegungslosen Gemischen 
Von PH 6.9 und pH 7.8 Bewegung aus. 


Biochemische Zeitschrift Band 265. 3 
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7. Wahrend bei den Phosphat-, Citrat- und Glykokollésungen die 
pu-Grenze fiir Ruhe und Bewegung sehr scharf ist, ist sie in Boratlésungen 


etwas .,verwaschen”. Zur Verwendung kamen .,Borséurelésung alkalisch* 
(Kahlbaum) und n/10 Salzsaéure. 


6,22 cem Borat + 6,46cem HCl: 


Pu 6,2; bei sehr wenigen Zellen schwache Bewegung; nachtragliche 
Alkalizugabe erzeugt allgemeine lebhafte Bewegung. 

6.22 cem Borat + 6,25cem HCI: 

PH 6.9; bei einigen Prozent Bewegung. Alkali wirkt nachtraglich 


wie oben. 

6,12 cem Borat + 5,94cem HCl: 

PH 7.5; etwa 5 bis 20°, bewegen sich; Alkali erzeugt nachtraglich 
allgemeine lebhafte Bewegung. 


Eine Erklérung dafiir, daB in Boratlésungen bei niedrigerem Wasser- 
stoffexponenten Bewegung (wenn auch nur geringe) stattfindet als sonst, 
vermag ich gegenwartig nicht zu geben. Vielleicht kénnte man ,,spezi- 
fische’* Wirkung der Borséureionen damit in Zusammenhang bringen, dal 
Borsaure besonders zu Komplexbildungen befahigt ist. 

8. Die Erscheinung, daB bei Verdiinnung mit schwach sauren Lésungen 
Bewegung nicht ausgelést wird, aber auslésbar bleibt. lieB sich auch mit 
ungepufferter Saéure zeigen: 

2,0 cemn/10 NaOH + 2,05cemn/10 HCI: absolute Bewegungslosig- 
keit. Nachtragliche Zugabe von NaOH rief Bewegung hervor, die aller- 
dings schwiacher war als unter gew6hnlichen Umstanden. 

Errechnung des Wasserstoffexponenten ist bei der hohen Verdiinnung 
und bei dem Mangel an Pufferung zwecklos. 


II, Die H-Ionenkonzentration des Spermasubstrats und des Brunnenwassers, 


Das durch Streifen von sechs Mannchen erhaltene Sperma, insgesamt 


8 cem, wurde vereinigt und — bis auf eine kleine Menge, die normal auf- 
bewahrt wurde — in eine Zentrifugierglas gegeben und 30 Minuten zentri- 


fugiert (2500 Touren/Min.). Die Spermien setzten sich hierbei am Boden 
des Glases ab; die tiberstehende klare und farblose Fliissigkeit wurde ab- 
gehebert und erwies sich unter dem Mikroskop als véllig frei von Spermien. 
Zum Beweis, daB weder Substrat noch Spermien bei der Zentrifugierung 
eine fiir die Bewegung maBgebende Veriénderung erlitten hatten, dienen 
folgende beiden Feststellungen : 

a) Ein Tropfen des Substrats wurde mit einer Spur der normal aut- 
bewahrten Spermatozoenemulsion versetzt: Es trat hierbei erwartungs- 
gemaB nicht die geringste Bewegung auf. Spitere Zugabe von Wasser 
mobilisierte die Spermien in gewohnter Weise. 

b) Die am Boden des Zentrifugierglases abgesetzten Spermien zeigten 
beim Vermischen mit Wasser tadellose Bewegung. 

Fiir die kolorimetrische Ermittlung des Wasserstoffexponenten in der 
geringen zur Verfiigung stehenden Substratmenge wurden zunachst je 
0,8cem Standardlésung (Phosphatpuffer) von py 6.0; 6,2: 6,4... bis 
7.6 in Reagensglaschen von 0,9¢m Durchmesser, mit je 4 Tropfen Brom- 
thymolblau (0,01 °,ig) versetzt, als Vergleichsobjekte vorbereitet. Die 
Farbung war wegen der starken Verdiinnung und der diinnen Schicht sehr 
zart, reichte aber zur Identifikation des pq gut aus. 
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OS ccm Spermasubstrat, mit 4 Tropfen des Indikators versetzt, wies 


einen Farbton auf, der zwischen die Vergleichslésung von py 7.2 und 
die von Pu 7.4 gehorte. 
Brunnenwasser zeigt unter gleichen Versuchsbedingungen py S.0; 


es erteilte dem Spermasubstrat bei Zusatz in einem fiir die naturlichen 
Umstande in Betracht kommenden Mengenverhaltnis (viel Wasser, wenig 


Sperma) gleichfalls py 8. 
Die fiir das Substrat und das Brunnenwasser angegebenen Werte 
PH 7.3 und pu 8.0 machen nicht den Anspruch auf absolute Genauigkeit. 


Da beide Fliissigkeiten nur schwach gepuffert sind, besteht die Méglichkeit, 
daB bei der kolorimetrischen Methode infolge der eigenen Wasserstoff- 
ionen des Indikators etwas zu medrige Wasserstoffwerte resultierten. Dies 
ist aber fiir die vorliegende Untersuchung unwesentlich; das Wichtige ist, 
dali zwischen den beiden Werten (7,3 und 8,0) eine Spanne besteht. 


Aus der Feststellung, daB die minimale Verschiebung der Wasser- 
stoffionenkonzentration von pu = 7,8 auf pu — 80 genigt, um die 
Forellenspermatozoen aus dem Zustand vélliger Bewegungslosigkeit zu 
voll entfalteter Bewegung zu bringen, ist eine praktische Folgerung 
zu ziehen: Bei allen Versuchen, die sich mit spezifischer Wirkung von 
Salzionen auf Spermabewegung befassen, ist peinliche Beobachtung des 
Wasserstoffexponenten zu verlangen. Diese Forderung, bei Verwendung 
saurer und basischer Salze eine Selbstverstandlichkeit, ist besonders 
wichtig, wenn es sich um die Lésung neutraler Salze handelt. Im Hin- 
blick darauf, daB Spuren von Verunreinigungen der Salze sowie kurze 
Aufbewahrung in gew6hnlichen GlasgefiBen die aktuelle Aziditat un- 
gepufferter .neutraler’’ Lésungen ganz gewaltig verschieben kénnen, 
mu man damit rechnen, daB manche friiher beobachtete Bewegungs- 
heeinflussung zu Unrecht auf spezifische Wirkung der aufgelésten Salze 
zurickgefiihrt wurde, in Wirklichkeit aber in unbeabsichtigter Ver- 
schiebung der aktuellen Aziditat ihren Grund hatte. 








— 


Se eres 


Uber die gerinnungshemmende Wirkung der Galle in vitro. II. 


Von 
H. Elbel. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie der Uni- 
versitat Innsbruck.) 


(Eingegangen am 13, Juli 1933.) 


In einer friiheren Mitteilung! ist die Meinung ausgesprochen worden, 
daB die Gallensalze eine Ca-abdriingende Wirkung auf nicht-eiweibige 
Bestandteile des Blutes ausiiben und dadurch (Sprengung eines Ca- 
Lipoidkomplexes mit Thrombokinasewirkung) gerinnungshemmend 
wirken. Zu diesem SchluB kamen wir auf Grund folgender, bereits 
mitgeteilter Versuche: 

1. Der ultrafiltrierbare Serumkalk wird durch Zusatz von Gallen- 
salzen vermehrt. 2. Eine Durchlassigkeitsvermehrung der Ultra- 
filtrationsmembranen durch Gallensalze ist mit Riicksicht auf die in 
der ersten Mitteilung zitierten Literaturstellen (vgl. dazu auch Nattan- 
Larrier, Grimard und Nougués) zwar anzunehmen, kann aber fiir das 
vermehrte Durchgehen von Ca deshalb nicht verantwortlich gemacht 
werden, weil auch nach Gallensalzzusatz im Ultrafiltrat weder EiweiB, 
noch Lecithin vorhanden war. Es muB also tatsaéchlich eine Vermehrung 
des nicht-kolloidgebundenen Kalkes eingetreten sein. 3. Der eiweib- 
gebundene Kalk wird durch Gallensalze nicht vermindert. 4. Die 
Dissoziation von Ca-Salzen wird durch Gallenséiuren nicht beeinfluBt. 

Die im folgenden dargestellten Versuche erwuchsen aus dem Be- 
streben, die oben geiuBerte Vermutung experimentell zu_bestatigen. 
Wie in der ersten Mitteilung dargelegt worden ist, liefert Serum allein 
und Serum plus Gallensiuren nach Fallung mit Phosphormolybdan- 
siure Filtrate von gleichem Ca-Gehalt. Dieser Befund berechtigt 
jedoch nicht zu dem dort gezogenen SchluB, daB cine Ca-Abdrangung 
von Lipoiden, etwa von Lecithin stattgefunden habe, denn wir konnten 
in weiteren Versuchen zeigen, 


' I. Mitteilung: diese Zeitschr. 256, 398, 1932. 
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1. daB die Menge des ultrafiltrierbaren Kalkes im Zentrifugat 
ebenfalls unverandert bleibt: sie betragt durchschnittlich 4,87, in den 
Kontrollen 4,64 mg-°,. 

2. Die Phosphormolybdansiure ist an und fiir sich schon imstande, 
die (wie aus weiteren Versuchen ersichtlich sein wird, tatsachlich be- 
stehende) Bindung von Ca an Lecithin zu lésen: eine Lecithinemulsion 
plus 50 mg-%, CaCl, sowie 50 mg-°, CaCl, allein werden mit dem 
doppelten Volumen 2,5°,iger Phosphormolybdansaure versetzt, zentri- 
fugiert und im Zentrifugat der Kalk bestimmt: 


Mit Lecithin. . .....+s+ . . 10, mg-% Ca 
SS a " Ca 


3. Es stand uns der naheliegende Weg offen, zu untersuchen, ob 
Ca von einem Lipoid durch Gallensiéure abgedringt wird bzw. ob Lecithin 

das wir in allen folgenden Modellversuchen verwendet haben 
unter GallenséureeinfluB} weniger Kalk bindet. 

Zu diesem Zweck stellten wir eine 0.05°,ige Lecithinemulsion her, 
indem wir die abgewogene Menge Lecithinum purissimum .Werck in einer 
kleinen Menge Ather lésten, die atherische Lésung in destilliertes Wasser 
yossen, den Ather durch Durchsaugen von Luft entfernten und dann mit 
Wasser auffiillten. Zu dieser Emulsion wurde 0,1°,, CaCl, zugesetzt. 

Versuch: 9cem dieser Mischung plus | cem Natrium glycocholicum 
bzw. plus Leem destilliertes Wasser werden ultrafiltriert. 2 Atm. Druck, 
6° ige Eisessigkollodiumfilter von Schleicher & Schiill, die lecithinundurch- 


lassig sind. 


Ca-Werte in mg-°,5 im Ultrafiltrat: 





Mit Gallens&ure Ohne Gallenséure 
20,9 26,0 
20,0 27.5 


Derselbe Versuch mit einer zehntach verdiinnten Mischung: 





Mit Gallensiure Ohne Gallens&ure 
2. 3,1 
Drittens fiihrten wir diesen Versuch mit einem nach Handorsky ent- 
eiweiBten Serum aus (ein so behandeltes Serum enthalt noch seine lipoiden 
Bestandteile, Handovsky, Lohmann, Bosse): 





Mit Gallensdure Ohne Gaij'enséure 
Pferd . 7,9 ce 
Kaninchen 7.7 9.8 


Es ist also nicht anzunehmen, dai Gallensalze im Serum eine Ca ab- 
drangende Wirkung auf lipoide Bestandteile haben, weil sowohl enteiweibtes 
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Serum als auch Lecithinsole unter GallensaureeinfluB mehr Ca binden als 
eine entsprechende Kontrolle. Sehr wahrscheinlich steht dies in den Ver- 
suchen mit den kiinstlich hergestellten Lecithinemulsionen damit im Zu- 
sammenhang. dali die Gallensalze Lecithin in einen Zustand feinerer Di- 
spersion tiberftihren: eine triibe Lecithinemulsion wird durch Gallensaure- 
zusatz klar bzw. aufgehellt (Bayer). Dabei ist allerdings zu bedenken, 
daB das Lecithin im Serum von vornherein in einem Zustand feinster 
Verteilung vorhanden ist, der in kiinstlichen Emulsionen nicht erreicht 
werden kann. Eine EiweiBlésung wird durch Gallensaéurezusatz getribt, 
obwohl, wie gleich gezeigt werden wird, auch EiweiB unter Na-glycocholicum- 
wirkung mehr Kalk bindet. 

Unter Umgehung der Frage, welche EiweiBfraktion im Serum als 
kalkbindende zu betrachten ist (die tiberwiegende Mehrzah! der Autoren 
hat das Albumin als solche festgestellt), verwendeten wir Albumin aus 
Blut (Kahlbaum) und Globulin, das wir uns selbst hergestellt hatten. 


Ultrafiltrationsversuche: 





Mit Ohne 
Gallens&ure Gallensdure 


Ca-Werte im Ultrafiltrat. 
1. Albumin, 0,5°%; CaCl,,0,05°,, 8.4 mg-°,,. 18,0 mg-°, 
we « 18.8 , 
103. 185 
3. Globulin - +--+ +--+ += > 99 , 15,1 


2. Albumin, 2°%- - 


Obwohl also im Serum durch Gallensaure Ca abgedrangt wird, ist das 
Glykocholat imstande, die Ca-Bindung an EiweiB und an Lecithin in kiinst- 
licher Lésung zu rermehren. Wir wiederholen, daB wir uns dabei bewubt 
waren, daB sowohl die Zustandsform des Lipoids, als auch die des Eiweibes 
eine im Modell unerreichbare ist. 

Die Ergebnisse der geschilderten Versuche drangten uns den SchluS3 
auf, daB durch den Gallensiurezusatz im Serum Reaktionen eintreten, 
die im Modell nicht nachgeahmt werden kénnen und an denen vier 
Faktoren gemeinsam beteiligt sind: Gallensiuren wirken auf Calcium 
allein gar nicht, auf EiweiB und auf Lecithin wirken sie kalkbindungs- 
vermehrend, im Serum aber wird gebunden gewesener Kalk frei: Das 
Gleichgewichtsverhdltnis EiweiB—Lecithin—Caleium wird durch Gallen- 
sduren gestort. Ein EiweiB-Lecithin-Calcium-Komplex ist aber fiir die 
Gerinnung des Blutes von ausschlaggebender Bedeutung (Vines, Dorst 
und Mills, Hekma, Mason, Wadsworth-Maltaner-Maltaner, Zak). 


Wir haben nun noch folgenden Versuch angestellt: Eine 20 mg-°ige 
Lecithinemulsion plus 20 mg-°, CaCl, wird ultrafiltriert. Im Filtrat finden 
sich 6,23 mg-°,, Ca. Setzt man aber zu der verwendeten Mischung Albumin 
(etwa 2°,) zu, so betragt nach Ultrafiltration der Ca-Wert des Filtrats 
10,79 mg-°,; das heiBt, durch Zusatz des an und fiir sich auch kalkbindenden 
EiweiBes zu der Lecithinemulsion wird der ultrafiltrierbare Kalk vermehrt : 
Albumin und Lecithin binden sich aneinander, wodurch (chemische oder 
adsorptive) Bindungskrafte fiir das Calcium verloren gehen. 
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Uber die gerinnungshemmende Wirkung der Galle in vitro. II. 3Y 


Es war nun naheliegend, zu vermuten, da Gallensiuren im Blute 
die Verbindung von Eiweif und Lipoid fordern und dadurch das Gleich- 
gewichtsverhaltnis dieser Stoffe zueinander und zum Kalk storen, was 
sich einerseits in einer Vermehrung des ultrafiltrierbaren Kalkes, anderer- 
seits in einer Hemmung der Gerinnung auswirkt. 

Die Férderung der Bildung eines EiweiB-Lipoidkomplexes durch 
Gallensiuren nachzuweisen, ist uns jedoch nicht gelungen. Alle Ver- 
suche, Serum nach Zusatz von Gallensaiuren zu fallen und dann die 
Verteilung der Lipoide zu untersuchen, mubten deshalb versagen, weil 
es keine Fallungsmethode gibt, die nicht an und fiir sich weitgehende 
Veranderungen in den zu untersuchenden Bindungsverhaltnissen hervor- 
ruft. Wir waren daher auf indirekte Methoden angewiesen, von denen 
eine hier besprochen sei: 

Ein Gemisch von Albumin, Lecithin und Calcium wird mit und Gallen- 
siure ultrafiltriert. Bei einem bestimmten Verhaltnis der beiden Kolloide 
zueinander (ein soleches Verhaltnis ist notwendig, weil ja sowohl iiber- 
schiissiges Lecithin, als auch tiberschiissiges Albumin unter Gallensaure- 
wirkung mehr Ca binden; dadurch wiirde das Ergebnis verschleiert) sollte 
bei Gallenséiurezusatz im Ultrafiltrat mehr Ca zu finden sein als in der 
Kontrolle. 

Wir stellten uns folgende Lésungen her: 


DE is ooo ew SG ee eS ere 

OE ee ae a ee ee ee l 

ee aK eae ee SS 0,5 

Na glycocholicum .........- + 10% 
Tabelle. 


(Die Zahlen in Klammern beziehen sich auf die Kontrollversuche.) 





- per : Na glyco- ; 
Nr. Albumin Lecithin Calls pik mad H20 Ca in mg-° 
im Ultrafiltrat 


ecm cem cem ecm ecm 
1 6 (6) 1 (1) 1 (1) 1 (0) 6 (7) 4.6 (10,4) 
2 6 (6) 2 (2) 1 (1) 1 (0) 5 (6) 4,5 ( 9.6) 
3 6 (6) 3 (3) 1 (1) 1 (9) 4 (5) 3.9 (10.0) 
4 6 (6) 4 (4) 1 (1) 1 (0) 8 (4) 3.9 (10,2) 
5 6 (6) 5 (5) 1 (1) 1 (9) 2 (3) 3.6 (10,4) 
6 6 (6) 6 (6) 1 (1) 1 (9) 1 (2) 5.0 (10.2) 
7 5 (5) 6 (6) 1 (1) 1 (0) 2 (3) 2.9 (10.1) 
8 4 (4) 6 (6) 1 (1) 1 (9) 3 (4) 3.4 (10,4) 
gy 3 (8) 6 (6) 1 (1) 1 (6) 4 (5) 3.1 (10.4) 
10 2 (2) 6 (6) 1 (1) 1 (0) 5 (6) 26 ( 92) 
11 1 (1) 6 (6) 1 (1) 1 (0) 6 (7) 2,0 ( 9,2) 


Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, war es uns auf diese Weise (und, 
wie schon friiher erwahnt, ebenso mit verschiedenen anderen Methoden) 
nicht méglich, eine experimentelle Stiitze fiir unsere Annahme der 
vermehrten Bildung eines EiweiB-Lecithinkomplexes im Blute unter 
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Gallensiurewirkung zu finden. Es gelang dies auch dann nicht, als 
wir Lecithin und EiweiB im gleichen Verhaltnis, in dem sie im Serum 
vorhanden sind, in einer Ringerlésung lésten, der wir Reststickstoff- 
substanzen zugesetzt hatten, um sie einem enteiweiBten Serum ahnlicher 
zu machen. 

Ergebnis. 

Gallensalze vermehren den ultrafiltrierbaren Kalk des Serums durch 
ihren EinfluB auf EiweiB und Lecithin, und zwar scheinen sie eine 
Bindung der beiden genannten Stoffe aneinander zu fordern. Es wird 
die Vermutung ausgesprochen, daB die gerinnungshemmende Wirkung 
der Galle in vitro auf diese Eigenschaft der Gallensiuren zuriick- 
zufiihren ist. 


Literatur. 
Bayer, diese Zeitschr. 9, 58, 1908. — Dorstu. Mills, Amer. J. of Physiol. 
64, 160, 1923. Handovsky, Lohmann u. Bosse, Piliigers Arch. 210, 63, 
1925. — Hekma, diese Zeitschr. 209, 90, 128, 1929. Mason, J. Labor. 
a. clin. Med. 6, 195, 1921. — Nattan-Larrier, Grimard uw. Nougués, C. r. 
Soc. Biol. 118, 540, 1933. — Vines, J. of Physiol. 55, 86, 287, 1921. 


Wadsworth, Maltaner u. Maltaner, Amer. J. of Physiol. 80, 502, 1927. 
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Ammoniakbildung und Pyrophosphatzerfall im Muskel. II. 


Von 
W}. Mozotowski und B. Sobezuk. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Lwow.) 
(Eingegangen am 13. Juli 1935.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Aus der Ammoniakbildung und dem Pyrophosphatzerfall werden 
nicht nur wichtige Schliisse tiber die Reihenfolge der chemischen Vor- 
ginge bei Muskelarbeit gezogen, sondern sie werden auch zu Schliissen 
iiber die Erforschung der Struktur der Adenosintriphosphorsaure heran- 
gezogen. 

Die Literatur, welche die Frage der Ammoniakbildung und des Pyro- 
phosphatzerfalls betrifft, haben wir kurz in friherer Publikation ! 
gestellt. Spater haben Barrenscheen und Filz* die Meinung ausgesprochen, 
daB in der Adenosintriphosphorsaure die zwei leicht abspaltbaren Phosphor- 
siuremolekiile an die Aminogruppe des Adenins gebunden sind; dies wiirde 
die Méglichkeit ausschlieBen, daB die Ammoniakbildung dem Pyrophosphat - 
zerfall vorausgeht; es ware dann auch unmdéglich, aus der Adenosintri- 
phosphorséure eine Inosintriphosphorsiure durch Nitrit und Essigsiiure 
praparativ zu bekommen, und dies haben Barrenscheen und Filz auch 
behauptet. Barrenscheens und Filz’ Behauptung war von Lohmann® be- 
stritten und die Bereitung der Inosintriphosphorsaure aus der Adenosin- 
triphosphorsaure beschrieben. AuBerdem hat Lohmann berichtet, dab 
wahrend der ersten Minute nach dem Zerreiben der Muskeln von Rana 
temporaria mit Wasser bei Zimmertemperatur die Ammoniakbildung dem 
Pyrophosphatzerfall vorangeht. 


Zusarnimen- 


Wir wollen das Verhaltnis des Pyrophosphatzerfalls zur Ammoniak- 
bildung nach Strukturzerst6rung des Muskels untersuchen, um zu- 
naichst die Reihenfolge dieser Prozesse im arbeitenden Muskel fest- 
zustellen. Wir haben den EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration, 
der Temperatur und der Jodessigsiurevergiftung untersucht. Die Er- 


1 Diese Zeitschrift 249, 157, 1932. 
2 Ebenda 250, 281, 1932. 
3 Ebenda 254, 381, 1932. 
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gebnisse der Anderung der Wasserstoffionenkonzentration haben wir 
schon publiziert': nach Inkubation des Muskelbreies in Boraxlésung 
(pu = 9,2) zerfallt die Pyrophosphatfraktion trotz der Hemmung der 
Ammoniakbildung vollstandig. Der EinfluB der alkalischen Reaktion 
auf die Dissoziation des Adenosintriphosphorsaurezerfalls wurde an 
Muskelextrakten von Jacobsen? bestatigt. 


Methodik. 


Muskeln der hinteren Extremitaten von Fréschen wurden im Porzellan- 
morser in fliissiger Luft gepulvert. Das Muskelpulver wurde unter Zugabe 
der fliissigen Luft genau durchgemischt und auf Deckglasern an der Torsions- 
waage bis zum annahernd konstanten Gewicht gewogen; die Deckglaser 
mit Muskelpulver in gekiihlte (Temperatur der Kaltemischung 7°C) 
Kélbehen geworfen, die Kélbchen 5 Minuten in der Kaltemischung stehen- 
gelassen, die in den Tabellen angegebene Wassermenge zugegeben, be- 
stimmte Zeit unter Umriihrung im Wasser gehalten und dann mit 20° iger 
Trichloressigsaure enteiweiBbt. Die gewiinschte Temperatur erhielten wir 
in Experimenten I], I1f und LV durch Zugabe des vorgewirmten Wassers ; 
die Temperatur dieses Wassers haben wir in Vorversuchen ermittelt. 


Den Fréschen fiir Jodessigsaurevergiftung wurde am vorhergehenden 
Tage Plexus ischiadici durchgeschnitten; am Tage des Experiments wurde 
die neutralisierte Lésung in die Brustlymphsacke injiziert (auf 100 g Frosch- 
gewicht 40 mg Jodessigsaéure); nach dem Erstarren der vorderen Beine 
wurden die Frésche getétet, die Muskeln schnell abgeschnitten, in fliissige 
Luft geworfen und weiter, wie oben. verarbeitet. 


In enteiweiBten Filtraten wurden Ammoniak und die Phosphorsaure- 
fraktionen nach den vorher (l.c.) benutzten Methoden bestimmt. Den 
Pyrophosphatgehalt ermitteln wir nach der von Lohmann*® angegebenen 
Formel (P,; — Po») — (P39 — P;): da es aber im Muskelbrei schon in den 
ersten Sekunden der Inkubation zu den Veranderungen in Art und Gehalt 
der Phosphorsaéureester kommt und weil wir keine genauen Angaben 
iiber diese Veranderungen haben, miissen wir mit der Deutung dieser als 
».Pyrophosphat** bezeichneten Fraktion sehr vorsichtig sein. Die in allen 
Tabellen benutzte Bezeichnung .,.Pyrophosphat* mu man zunachst als 
nichts weiter als den Wert (P; — Po) — (P39 —P,) nehmen. In den in 
Tabelle IIT und IV wiedergegebenen Versuchen haben wir die doppelten 
Phosphorsaurebestimmungen gemacht, um die Fehlergrenze der von uns 
benutzten Methoden zu veranschaulichen. Es ist leicht aus diesen Tabellen 
zu sehen, wie groBe Unterschiede in dem berechneten Pyrophosphatgehalt 
durch kleine Abweichungen in Phosphorsi&iurebestimmungen (besonders in 
P,-Werten) verursacht werden kénnen. 


Der Kreatinphosphorsaéuregehalt wurde aus der Differenz der direkt 
bestimmten Phosphorsaéure (P,)) und der wahren anorganischen Phosphor- 
siure (Panorg) berechnet. 


! Diese Zeitschr. 249, 157, 1932. 
> Ebenda 257, 221, 1933. 
3 Ebenda 222, 327, 1930. 
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Ammoniakbildung und Pyrophosphatzerfall im Muskel. I. 43 


Versuche, 


Die Untersuchungen der letzten Jahre! erlauben die im Muskel statt- 
findenden chemischen Prozesse in folgende Reihe zu ordnen: 

1. Der Kreatinphosphorsaurezertall, 

2. der Adenosintriphosphorsaurezertall, welcher aus zwei Etappen be- 
steht, namlich aus dem Pyrophosphatzerfall und aus der Ammoniakbildung 
und 

3. die Milchsaéurebildung. 

An die Veraénderungen der Kreatinphosphorsaure und der Adenosin- 
triphosphorsaure sind die sehr verwickelten Prozesse, welche sich an 
Kohlenhydrat phosphorséureestern abspielen, gekniipft. Wir wollten in 
dieser Arbeit die gegenseitige Stellung der Ammoniakbildung und des 
Pyrophosphatzertalls feststellen. In dem 





ersten Versuch (Tabelle 1, Abb. 1) haben 7% ink se 
wir diese Vorginge auch mit Kreatin- % 

phosphorséurezertall — verglichen. Wir - 
sehen, daB auch im Muskelbrei der Kreatin- i ———————T Ce 


phosphorsaurezeriall den Veranderungen 
im Adenosintriphosphorséuremolekul vor- 
angeht. 

Die Abb. 1 wurde so konstruiert, dab 
wir dort die Prozente der zerfallenen 
Kreatinphosphorséure, der  zerfallenen 
Pyrophosphorgruppe und die Prozente 
der maximalen Ammoniakbildung wieder- 








geben. Die maximale Ammoniakbildung  @ 7 2 ¢ 5 
haben wir aus dem Pyrophosphatgehalt Minin 
der Anfangsprobe durch Dividieren mit Abb. 1. 
4.4 erhalten. Die Abbildung zeigt deut- 4----~—A %p der zerfallenen Kre- 


: " , - . atinphosphorsidure. 
lich, daB8 der Kreatinphosphorsaurezertall oe * 
o--—- -o °%, der zerfallenen Pyro- 


der schnellste ist und da die beiden phosphatgruppe. 
anderen Prozesse parallel miteinander x x %» der maximalen Am- 
verlaufen. Diese Parallelitat JaBt sich moniakbildung. 
auch aus der letzten Kolonne der Tabelle I 
entnehmen: das Verhaltnis des Pyrophosphatzerfalls (als P) zur Ammoniak- 
bildung (als N) ware st6chiometrisch berechnet 62: 14 4.4. Im Ex- 
periment finden wir alle Werte sehr nahestehend. Weil im besprochenen 
Versuch die Temperaturverhaltnisse ungenau definiert waren, hatten wir 
im zweiten Versuch den TemperatureinfluB auf die Ammoniakbildung und 
den Pyrophosphatzerfall untersucht. Die Zeit der Inkubation aller Proben 
war | Minute. Wir haben gefunden. daB das untersuchte Verhaltnis bei 
niedrigen Temperaturen (— 0,5 + 9°C) immer bedeutend gréBer war, als 
dem stéchiometrischen Verhaltnis entspréche, was auf den voraneilenden 
Pyrophosphatzertall hinweist. Bei héheren Temperaturen (+ 16 — + 20°C) 
waren dagegen beide Prozesse ungefahr parallel (Tabelle IT). 

Zur Deutung dieser Ergebnisse konnte man verschiedene Temperatur- 
quotienten fiir beide Prozesse annehmen, und zwar einen gréBeren fir die 
Ammoniakbildung als fiir den Pyrophosphatzerfall. Wenn es so ware, so 


1 J. K. Parnas, The chemistry of muscle. Annual Rev. of Biochem. II, 
1933. 
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konnte man vielleicht bei noch héheren Temperaturen in kurzen Zeiten 
der Inkubation das Verhaltnis des Pyrophosphat-P-Zerfalls zur Ammoniak- 
N-Bildung kleiner als 4,4 finden. Der Versuch (Tabelle I11) bestatigt diese 
Vermutung nicht. Auch bei 23°C nach 30 Sekunden der Inkubation finden 
wir das Verhaltnis Pyro-P zum NH,-N bedeutend gr6éGer als 4,4. 

Wir miissen auf Grund dieser Versuche annehmen, da®8 im Muskelbrei 
der Pyrophosphatzerfall in der Reihenfolge der chemischen Vorgiange vor 
der Ammoniakbildung steht. Diese Annahme wurde durch den in der 
Tabelle IV wiedergegebenen Versuch bestatigt. 

Um den EintluB der Milehséurebildung auf die untersuchten Prozesse 
auszuschlieBen, haben wir auch die Muskeln mit Jodessigsiure vergiftet. 
Auch hier haben wir unsere Annahme bestitigt gefunden (Tabelle V) ; in 
der ersten Minute finden wir gréBeren Pyrophosphatzerfall als Ammoniak- 
bildung, spater sind die beiden ungefaéhr parallel. Die vergifteten Muskeln 
verhalten sich auch bei alkalischer Reaktion analog den normalen: in Borax- 
losung (pH — 9,2) finden wir die Hemmung der Ammoniakbildung, den voll- 
staindigen Pyrophosphatzerfall und auch die Hemmung der Esterifikation 
der entstandenen anorganischen Phosphate. 

Die Ergebnisse unserer Arbeit sind von denen Lohmanns! ver- 
schieden, der in neun Experimenten das Verhaltnis des Pyrophosphat- 
zerfalls zur Ammoniakbildung viel kleiner als stéchiometrisch ge- 
funden hat; dies wiirde bedeuten, daB dort die Ammoniakbildung vor 
dem Pyrophosphatzerfall stattgefunden hat. An unserem Material, 
d.i. am Brei, welcher aus in fliissiger Luft gefrorenen Muskeln besteht, 
kénnen wir solche Verhaltnisse nicht beobachten. 

Unsere Untersuchungen kann man fiir die Lésung der Struktur 
der Adenosintriphosphorsiure nicht heranziehen. Der Befund, daB 
im Muskelbrei der Pyrophosphatzerfall vor der Ammoniakbildung 
stattfindet, ist kein Beweis fiir die von Barrenscheen und Filz angegebene 
Strukturformel; der entgegengesetzte Befund wire mit ihrer Hypothese 
unvereinbar. Wir sind der Meinung, daB die praparative Bereitung 
der Inosintriphosphorséure aus der Adenosintriphosphorsiure einen 
schwerwiegenden Einwand gegen diese Strukturformel bildet. Den 
Vorschriften Lohmanns (1. ¢.) folgend, haben auch wir die Inosin- 
triphosphorsiure bereitet: das Praparat enthalt sicher kein Adenin 
und kein anorganisches Phosphat. Die hydrolytische Phosphorsiure- 
kurve entspricht ganz derjenigen der Adenosintriphosphorsiure, das 
Verhaltnis des Gesamtstickstoffgehalts zum Gesamtphosphorgehalt ist 
0,608 (theoretisch 0,602). 

Wir sind der Meinung, daB aus den hier beschriebenen Versuchen 
auf die Stelle der Ammoniakbildung und des Pyrophosphatzerfalls in der 
Reihe der chemischen Vorginge im Muskelgewebe geschlossen werden 
kann: nach dem Kreatinphosphorséurezerfall kommt es zum Pyro- 
phosphatzerfall, dem die Ammoniakbildung folgen kann. 


1 Diese Zeitschr, 254, 390, 1932. 
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Wir danken dem Herrn Prof. Parnas fiir die uns bei dieser Arbeit 
erwiesene Unterstiitzung. Den Herren 7’. Baranowski und J. Reis danken 
wir fiir die Hilfe bei der Austtihrung der Experimente. 


Zusammenfassung. 

Es wurde untersucht der Kreatinphosphorsaurezerfall, der Pyro- 
phosphatzerfall und die Ammoniakbildung im Muskelbrei, der durch 
Zerreiben der in fliissiger Luft gefrorenen Muskeln erhalten wird 
Die drei untersuchten Prozesse ordnen sich so, daB die Veranderungen 
am Kreatinphosphorsiuremolekil die friihesten sind und die zwei 
anderen Prozesse annahernd parallel miteinander verlaufen. Wenn 
man aber den Muskelbrei bei niedriger Temperatur der kurzen In- 
kubation (bis zu 1 Minute) unterwirft, so kann man feststellen, daB 
der Pyrophosphatzerfall schneller als die Ammoniakbildung vor sich 
geht. Die mit Jodessigsiure vergifteten Muskeln verhalten sich in 
dieser Hinsicht den normalen analog. 

Es ist uns nicht gelungen, solche Verhaltnisse zu schaffen, dal 
die Ammoniakbildung schneller als der Pyrophosphatzerfall statt- 
findet; es gelingt aber leicht, priparativ aus der Adenosintriphosphor- 
siure die Inosintriphosphorsiure zu bekommen. 


Biochemische Zeitschrift Band 265 4 
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Zur Kenntnis reduzierender Zucker. LY. 


Von 


Wi. Gabryelski und L. Marchlewski. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium der Jagiell. Universitat 
Krakau. ) 


(Eingegangen am 17. Juli 1933.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


In den vorausgehenden Abhandlungen! wurde gezeigt, dal redu- 
zierende Zucker wie Glucose, Galaktose, Arabinose, Rhamnose und 
Maltose unter dem EintluB von verdiinnten Alkalien bei gewéhnlicher 
Temperatur Veranderungen unterliegen, welche in den Spektren dieser 
Substanzen, die anfainglich durchweg kontinuierlich sind, durch das 
Erscheinen eines Absorptionsbandes mit im Durchschnitt dem Maxi- 
mum bei 2670 A Ausdruck finden. Weiterhin wurde konstatiert, dai, 
um die erwahnte Erscheinung zu verursachen, eine Hydroxylionen- 
konzentration nétig ist, welche nicht unter den Wert px 10 sinken 
darf. Ahnliche Versuche wurden von Schou und Wurmser? ausgefiihrt, 
aber unter Anwendung héherer Temperatur. Bei Anwendung einer 
3% igen Glucoselésung in einer Pufferlésung, welche aus Natrium- 
phosphat bestand und den Wert px 7,2 erwies, und einer Temperatur 
von 40° konstatierten sie in dem urspriinglichen kontinuierlichen Spek- 
trum nach langerer Zeit das Erscheinen eines Bandes mit dem Maximum 
bei 2650 A, welches nach und nach nach Rot hinwanderte und dann 
ein Maximum bei 2850 A hatte. 

Die Wiederholung dieses Versuchs gab uns ein interessantes 
Resultat. Wir verwendeten reinste Glucose in GefaBen, die an sich 
alkalibestandig, aber vorsichtigerweise noch laingere Zeit mit Wasser- 
dampf behandelt waren. Die Pufferlésung wurde durch Vermischen 
einer !/};n KH,PO,- mit einer '),, n Na,HPO,-Lésung nach Sorensen 
hergestellt. Eine 0,5 Mol Glucoselésung in der genannten Phosphat- 
lésung zeigte den Wert pu 7,21, wahrend die Pufferlésung selbst den 
Wert pu 7,33 besaB. Die Lésung wurde 120 Stunden lang bei 40° 


' Diese Zeitschr. 250, 385, 1932; 261, 393, 1933; 262, 248, 1933. 
2 Ebenda 227, 163, 1930. 
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Zur Kenntnis reduzierender Zucker. IV. 51 


gehalten, und die optische Untersuchung nach dieser Zeit erwies nur 
ein kontinuierliches Spektrum. Nach 192 Stunden erschien aber ein 
scharfes Band mit dem Maximum bei 3635 A. Die Schichtdicke 
betrug 2cm. Die abgelesenen Werte waren: 





‘ j E 
1,4 2160 1.4 
1,3 2175 1.3 
1,2 2185 1,2 
1,1 2195 ‘3 
1,0 2205 1,0 
0.9 2215 0,9 
0.8 22922 = 3620) 3650 0.8 
0.7 2232 =©3550 =. 3670 0.7 
0.6 2245 3450 3685 0,6 
0.5 2267 =638280 = 8720 05 
0.4 2295 3220 3770 0.4 
0,3 2345 3170 93800 03 
0.2 2425 3100 3850 02 
0,1 3959 01 


Die entsprechende Absorptionskurve 1 ist in Abb. J) reproduziert. 

Der Versuch wurde wiederholt unter Anwendung einer zweiten 
nach derselben Vorschrift hergestellten Phosphatlésung, derer px dies- 
mal gleich 7,4 gefunden wurde. Die Lésung wurde 240 Stunden lang 
bei 40° gehalten und dann spektrographisch in lem Schicht unter- 
sucht. Gefunden wurde: 





« 4 E 
1,1 2170 §=3595 = 8655 2,2 
1,0 2183 3520 3675 2,0 
0.9 2195 3440 3700 1,8 
0,8 2205 3310 3740 1,6 
0,7 2217 + =3250 3863750 1,4 
0,6 2228 3220 3770 1,2 
0,5 2240 3175 3790 1,0 
0,4 2265 3140 3830 0.8 
0,3 2300 =©3100 =—.3940 0,6 
0,2 2340 3030 04 


Das obige Resultat veranschaulicht Kurve 2, Abb. 1. Sie zeigt ein 
Maximum bei 3625 A, und die Extinktion ist gréBer als im vorigen Ver- 
such und zweifelsohne durch die langere Versuchsdauer veranlalt. 

Um die Bedingungen des Schou-Wurmserschen Versuchs in allen 
Einzelheiten innezuhalten, wurde noch ein Versuch bei Anwendung 
einer 3°% igen Glucoselésung ausgefiihrt. Auch diesmal wurde nach 
240 Stunden bei 40° ein Band bei 3625 A konstatiert. Das Ergebnis 
ist also vollkommen verschieden von dem bei der Einwirkung von NaOH 

4* 
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auf Glucose ermittelten. Um alle méglichen Fehlerquellen auszuschlieBen, 
haben wir noch besonders das Verhalten einer Glucoselésung in wasserige) 
Lésung nach 192stiindiger Digerierung bei 40° untersucht, sowie auch 

das Verhalten unter 
oh denselben Bedingungen 
der angewandten Puffer- 
losung. In keinem Falle 
wurde selektive Absorp- 
tion beobachtet. 

Ein Band mit dem 
Maximum bei 3625 A 
haben wir bei der Ein- 
wirkung von Hydroxyl- 
ionen auf Glucose bis- 
her niemals beobachtet. 








und es erscheint als sehr 
wahrscheinlich, daB das- 
selbe mit der Alkalinitat 
der Lésung tiberhaupt nichts zu tun hat, sondern speziell mit der Ein- 
wirkung der Phosphate zusammenhangt. Dafiir spricht auch die Beob- 
achtung, daB der pu-Wert der Lésung mit der Zeit sich verandert. 
Die oben erwaihnte 3°,ige Lésung zeigte nach 264 Stunden pu 6,91 
(mit Chinhydron), und obwohl die Lésung also schwach sauer reagierte, 
vertiefte sich die Extinktion nach 336 Stunden sehr bedeutend, was 
natiirlich mit einem fortschreitenden chemischen ProzeB im Zusammen- 
hang stehen mubte. Weiterhin haben wir konstatieren kénnen, dab, 
wenn der Versuch mit einer anderen Pufferlésung durchgefiihrt wird 
welche kein Phosphat enthalt, eine Verainderung des Spektrums der 
Glucose nicht eintritt, falls der pa-Wert dem in dem Schou-Wurmser- 
schen Versuch nahekommt. Wir bereiteten eine Lésung, zusammen- 
gesetzt aus 0,1 Mol Glykokoll, 0,1 Mol NaCl und 0,1 Mol NaOH, deren 
pu-Wert, bei 22° gemessen (Wasserstoff-Elektrode), 8,52 betrug. Eine 
0,5 mol. Glucoselésung in diesem Gemisch zeigte bei 22° den \Vert 
pu 8,21. Sie wurde wahrend 168 Stunden bei 40° sich selbst iiberlassen, 
und nach dieser Zeit konnte keine selektive Absorption beobachtet 
werden, iibereinstimmend mit unseren friiheren Feststellungen, da 
eine Verainderung im kontinuierlichen Spektrum der Glucose erst ein- 


2500 5000 2500 400A 


Abb. 1, 


tritt, wenn px groBer ist als 10. Es mag erwahnt werden, daB wir noch 
eine andere Pufferlésung in Anwendung brachten, nimlich zusammen- 
gesetzt aus den Lésungen von m5 H,BQOg,, m 20 Borax und m_ 20 Na Cl, 
welche den Wert pu 7,43 zeigte. Eine 0,5 mol. Glucoselésung in diesem 
Puffer zeigte pu 5,09, enthielt also Kombinationen von Glucose mit 
Borsaure, welche in der Literatur bereits Erwihnung fanden, die saueren 
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Charakter aufweisen. Diese Glucoselésung zeigte weder nach 16 Stunden 
noch nach 192 Stunden bei 40° eine selektive Absorption. 

Weitere Versuche befaBten sich mit der Frage, wie weit erhdhte 
femperaturen die Hydroxylionenwirkung auf Glucose beeinflussen. 
Zu diesem Zweck wurde das Verhalten einer 0,5 mol. Glucosel6sung in 
0,1 mol. NaOH untersucht (px — 10.49), und zwar bei 40°. Bei ge- 
wOhnlicher Temperatur zeigt eine solche Lésung erst nach 75stiindiger 
Einwirkung ein Band bei 2665 A, wie dies friiher mitgeteilt wurde. 
Bei der erhéhten Temperatur erschien das Band bereits nach 17 Stunden 
(Maximum 2680 A, siehe Kurve 1, Abb. 2), nach 66 Stunden ist die 








Abb. 2. 


Lage des Bandes dieselbe (Maximum 2670 A, Kurve 2, Abb. 2), aber 
die Extinktion ist etwas geringer, und nach 114 Stunden bleibt das 
Maximum unverandert (2685 A, Kurve 3, Abb. 2), aber die Extinktion 
wird noch kleiner!. Die folgenden Werte wurden ermittelt: 


Nach 17 Stunden in 2¢m Schicht: 





‘ A E 
1.5 2175 1,5 
1.4 2180 1.4 
13 2187 1,8 
1.2 2192 2648 2775 1,2 
1.1 2209 2625 2760 1.1 
1,0 2212 2605 2785 1.9 
0.9 2220 =2595 =. 2820 09 
OS 9998 2579 = 2830 OS 
0.7 2238 2555 2850 0.7 
0.6 2248 2525 2890 0.6 
0.5 2273 «62505 = 2945 0.5 
0.4 2295 2472 3930 0.4 
0.3 3125 03 
0,2 3200 02 
0,1 3530 01 


' Dieser Umstand scheint daraut hinzuweisen, dali mit der Zeit bei 
erhéhter Temperatur auBer der Hauptreaktion, welche zur Entstehung 
dieses Bandes fiihrt, noch andere Reaktionen eingreifen. 





— 


a 








Wt. Gabryelski u. L. Marchlewski: 
Nach 66 Stunden in lem Schicht: 
a 4 gE 
0,5 2600 2740 1,0 
0,4 2147 2555 2830 0.8 
0,3 2210 2504 2860 0,6 
0,2 3000 0,4 
Nach 114 Stunden in 2¢m Schicht: 
. A E 
0,9 2168 2643 2730 0,9 
0.8 2185 2575 2795 0.8 
0,7 2198 2552 2820 0,7 
0,6 2220 «=2515 2840 0,6 
05 2255 2455 2880 OD 
0,4 2955 0,4 


Die obigen Ergebnisse unterscheiden sich wesentlich von den 
Fischler, Hauss und Téujfel' ermittelten. Diese Autoren operierten 
mit einer 3°, igen Lésung von Glucose in 0,01 mol. NaOH bei 40° und 
ermittelten ein Band mit dem Maximum bei 2840 A, welches sie 
auf die Bildung von Methylglyoxal zuriickfiihren. In unseren Ver- 
suchen waren dieselben Versuchsbedingungen eingehalten, nur war die 
Konzentration der Glucose dreimal gréBer, etwa 9°,ig, aber dieser 
Umstand vermag die konstatierten Unterschiede nicht zu erkliren. 

Endlich wurde untersucht, ob eine erhéhte Temperatur Verande- 
rungen im Spektrum der Glucose verursachen kann bei einem pu, 
welches bei gewéhnlicher Temperatur nicht hinreicht, um _ solche 
Veranderung zu bewirken. Es wurde eine Lésung von 0,5 Mol 
Glucose in 0,002 n NaOH angewandt, welche bei gew6hnlicher Tempe- 
ratur keine Anderung des Spektrums erkennen lieB und welche bei 
40° digeriert wurde. Die Lésung zeigte den Wert pu 9,81. Sie wurde 
nach 72, 120, 168 und 288 Stunden spektrographisch untersucht, und 
es wurde in keinem Falle eine selektive Absorption bemerkt. 

Wie in unserer vorhergehenden Abhandlung gezeigt wurde, gibt 
Glucose mit hinreichend konzentrierter Natronlauge im Spektrum 
zwei Bander mit den Maxima 2680 und 3100 A, die verschwinden, 
wenn die alkalische Lésung kurz nach dem Herstellen neutralisiert 
wird. Verdiinntere Laugen benétigen langere Zeit, um solche Ver- 
ainderung zu verursachen, und es erscheint dann nur ein Band _ bei 
etwa 2676 A. Es wurde damals versiumt, nachzupriifen, ob dasselbe 
ebenfalls beim NeutralisationsprozeB verschwindet, und diese Liicke 
kénnen wir jetzt ausfiillen. 


Diese Zeitschr. 227, 156, 1930. 
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Es wurde eine Lésung von 0,5 Mol Glucose in 0,125n NaO#H_ her- 
gestellt und bei gew6hnlicher Temperatur stehengelassen. Nach 4 Stunden 
wurde in 2em Schicht durchlichtet und gemessen. Es wurde ein schwaches, 
aber ganz deutliches Band bei 2687 A gefunden (s. Kurve 1, Abb. 3, wo 
Kurve 0 das Spektrum der Glucose veranschaulicht). Wird die alkalische 
Lésung bald nach der herstellung neutrali- 
siert, wobei das gleiche Volumen Salzsaure 
von entsprechender Konzentration angewandt 
wurde und dann in 4em Schicht untersucht, 
so ergibt sich ein kontinuierliches Spektrum 
(Kurve ,.neutral.‘**, Abb. 3). 


Einwirkung von Natronlauge auf Lactose. 
AnschlieBend an die friiher mitgeteilten 


Versuche tiber die Anderungen, welche im 
Spektrum der Maltose unter der Einwir- 
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erscheinen zwei Bander mit 
den Maxima 2643 und 3140 A. Dieselben verschwinden, sobald man 
die Lésung neutralisiert (Kurve ,,neutr.“*, Abb. 4). Nach 6 Std. andert 
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sich das Bild bedeutend. Das erste Band bei 2643 verschwindet 
oder wird verdeckt, das zweite wird bedeutend intensiver, ohne 
seine Lage wesentlich zu andern (abgelesen wurde 3090 A), und 
ein neues Band bei 3930 A wird sichtbar. Die weiteren Veranderungen 
sind aus der Kurventafel leicht zu ersehen. Erwahnt mag nur werden, 
daB die 72 Stunden-Lésung ihren 
absorbierenden Charakter auch 
nach wiederholten Extraktionen 
mit Ather nicht veranderte und 
daB dieselbe Lésung nach der 
Neutralisation ein Band bei 
2568 A erkennen lieB. Die ur- 
spriingliche Alkalinitaét der Lé- 
sung entsprachdem Wert px 13,23. 
Weiter wurde der EinfluB ver- 
schiedener Ionenkonzentrationen 
auf das Spektrum des Milch- 
zuckers untersucht. 

Eine 0,2 mol. Lésung des 
Zuckers in 0,25n NaOQH-Lésung 
besitzt den py-Wert 12,44 und er- 
zeugt im kontinuierlichen Spektrum 
zwei Bander mit den Maxima 2635 











200 20 F000 5500 WA und 3690 A (Abb. 5, Kurve 1). Das 
Abb. 5 starker gebrochene Band ist inten- 
sical siver als dasandere. — Eine 0,2mol. 


Zuckerlésung in 0,125n NaOH - 
Lauge verursacht, sofort untersucht, keine selektive Absorption (Kurve 2, 
Abb. 5). Nach 24 Stunden erscheint aber starke Selektion, und besonders 
markiert ist ein Band mit dem Maximum 3100 A (Kurve 3, Abb. 5). 
Der pu-Wert betragt 12,13. — Eine 0,2 mol. Zuckerlésung in n/100 Lauge. 
deren py-Wert 10,94 betrug, zeigte nach 240 Stunden ein Band _ bei 
2677 A (Kurve 4, Abb. 5). 
Endlich zeigte eine 0,2 mol. Zuckerlésung in n 500 Lauge, deren 
pu-Wert 9,81 betrug, keine selektive Absorption (Kurve 5, Abb. 5). 
Zusammenfassung. 


Glucose, in der Phosphatpufferlésung von Sérensen vom Wert 7,21 
gelést und auf 40°C erwarmt, veraindert das urspriingliche kontinuier- 
liche Spektrum erst nach 192stiindiger Einwirkung und zeigt dann ein 
Band, dessen Maximum bei 3655 A liegt. Dasselbe liegt also in einer 
ganz anderen Gegend als das durch Hydroxylionen  verursachte 
und muB seinen Ursprung der spezifischen Wirkung der Phosphorsaure 
verdanken. — Glucose verindert in einer Pufferlésung, bestehend 
aus Glykokoll, Natriumchlorid und Natriumhydroxyd (nach Clark), 
deren pa-Wert 8,52 betragt, ihr Spektrum nicht; es bleibt konti- 
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Zur Kenntnis reduzierender Zucker. IV. 57 


nuierlich. Erhéhte Temperaturen beschleunigen das Erscheinen des 
charakteristischen Bandes bei 2670 A. Wahrend eine Lésung von 


Glucose in n 100 Lauge ein solches Band erst nach 75 Stunden bei 
gewohnlicher Temperatur zeigt, erscheint dasselbe bei 40° schon nach 
17 Stunden!. 

Erhéhte Temperatur bei nicht geniigend hoher Hydroxylionen- 
konzentration veranlaBt nicht die Entstehung des besagten Bandes. 

Lactose und Maltose verhalten sich in spektraler Hinsicht unter 
dem Einflu8 von Hydroxylionen sehr ahnlich. Auch in diesem Falle 
erscheinen bei hinreichender Konzentration der Hydroxylionen drei 
Bander mit den Maxima 2635, 3100 und 3690 A (fiir Maltose wurde 
gefunden 2682, 3116, 4025 A). Um diese Verinderungen zu erreichen, 
darf der pu-Wert nicht unter 10 sinken. 


1 Die Temperaturintervalle sind nur annihernd.  Genauere Zahlen 
wiirden die Ausfiithrung einer sehr groBen Zahl von Versuchens bendtigen. 
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Analytische Mitteilungen. XVII. 


Von 


Ludwig Pincussen. 


Mikrobestimmung von Blei und Zink in organischem Material. 


Von 


Ernst Briick. 


(Aus dem biologisch-chemischen Institut des stadtischen Krankenhauses 
am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 17. Juli 1933. 


I. Bestimmung von Blei. 


Diese beruht auf folgenden Grundsatzen: Durch die feuchte Ver- 
aschung der organischen Substanz mit Schwefelsiure wird alles vor- 
handene Blei in Bleisulfat tiberfiihrt. Beim Versetzen der Asche mit 
konzentrierter Ammonacetatlésung geht das Bleisulfat als Komplex- 
salz in Lésung und wird durch Zusatz von Natriumsulfid als Schwefel- 
blei ausgefallt. Die so erhaltene feine Suspension wird mit der einer 
in gleicher Weise aus einer Lésung mit bekanntem Bleigehalt erzeugten 
kolorimetrisch verglichen. Wenn Eisensalze in Lésung gegangen waren, 
so werden sie durch kurzes Aufkochen nach Ammonacetatzusatz und 
anschlieBendem Filtrieren beseitigt. 

Gebrauchte Lésungen: 1. Konzentrierte Salpetersiure, eisenfrei, 
2. Schwefelsaure, bleifrei, zur Priifung 1 Volumen Saure + 1 Volumen 
Wasser. 3. Perhydrol. 4. Ammonacetat pro analvysi, 70°,ige Lésung. 
5. Natriumsulfidlésung 10% ig. 6. Standardlésung: 1,6 g zerriebenes 
und bei 100° getrocknetes Bleinitrat auf 1000 cem Wasser. 1 ccm dieser 
Lésung = I mg Blei. 7. Gummi-arabicum-Lésung | : 10. 

Ausfithrung: Ungefihr 2 g im Faust-Heimschen Apparat getrocknetes 
Organ werden genau abgewogen, in einem Mikro-Ajeldahl-Kolben (50 cem 
Inhalt) mit 2 bis 3cem Schwefelséure tibergossen und so lange tropfen- 
weise Salpetersiure zugefiigt, als noch eine merkliche Reaktion auftritt. 
Man laBt am besten iiber Nacht stehen, erhitzt dann zunachst mit kleiner 
Flamme bis zum Verschwinden der braunen Stickoxyde, nachher starker, 
wenn noétig unter Zufiigung von ungefahr 1 cem Perhydrol, bis eine fast 
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Mikrobestimmung von Blei und Zink in organischem Material. oY 


farblose Fliissigkeit zuriickbleibt. Die 1 bis 2 cem betragende Aschelésung 
wird quantitativ unter wiederholtem Nachwaschen mit Wasser in ein 25cem- 
Zentrifugenglas tibergespiilt, mit Wasser auf 20 bis 25cem verdiinnt, stehen- 
gelassen — am besten tiber Nacht — und dann abzentrifugiert. Der er- 
haltene Niederschlag wird mit 1 bis 2cem 1°,iger Schwefelsdure einmal 
nachgewaschen, dann wieder zentrifugiert und zu dem verbleibenden Riick- 
stand 2ccem der Ammonacetatlésung zugegeben. Das Zentrifugenglas (Jena!) 
wird dann in ein siedendes Wasserbad gebracht und darin unter 6fterem Um- 
riihren 10 Minuten lang gelassen. Man gieBt nun, nachdem das Ungeldste 
sich abgesetzt hat, was durch Zentrifugieren erleichtert wird, die klare 
iiberstehende Fliissigkeit in einen MeB-zylinder oder -kolben von 25 cem, 
bei sehr kleinen zu erwartenden Bleimengen von li5cem, digeriert wiederholt 
in gleicher Weise vier- bis fiinfmal, sodann einmal mit reinem Wasser 
und fiigt die klaren Lésungen zu der Fliissigkeit im MebgefaB. SehlieBlich 
fiillt man dieses auf 25 bzw. licem auf. Zwischendurch hat man in ein 
gleiches MeBgefa3, je nach dem zu erwartenden Bleigehalt, eine 0,2 bis 0,5 mg 
enthaltende Menge der Standardlésung eingebracht, ungefahr die gleiche 
Menge Ammonacetatl6sung, wie man bei der Vollbestimmung verbrauchte, 
also 10cem, zugegeben und ebenfalls bis zur Marke mit Wasser aufgefiillt. 
Man gibt nun zur Bestimmung wie zur Kontrolle | bis 2 Tropfen der 
Natriumsultidlésung und | cem der Gummi-arabicum-Lésung, mischt gut 
durch und vergleicht die Farbungen sofort im Kolorimeter. 


Die Empfindlichkeit der Methode ist unter den genannten Be- 
dingungen 0,1 mg. Beleganalyse: eingewogen 0,5 mg Pb, gefunden 
0,505 mg Pb. 


If. Bestimmung von Zink. 
In der in oben angegebener Weise hergeste!lten Aschelésung 
werden die Metalle der Il. und II]. Gruppe entfernt und das Zink 
nephelometrisch als Schwefelzink bestimmt. 


Gebrauchte Lésungen: 1. Konzentrierte Schwefelséure. 2. Konzontrierte 
Salpetersiure. 3. Perhydrol. 4. Gesattigtes Schwefelwasserstoff-Wasser. 
5. Etwa 30°, ige Natronlauge in Tropfflasche. 6. Konzentrierte Essigsaure 
in Tropfflasche. 7. Normalsalzsiure. 8. Ammonacetatl6sung, 15° ig. 
9. Verdiinnte Salzsiure (1 Teil HCl, konzentriert + 1,5 Teile Wasser). 
10. Standardlésung: 6,79 g K,SO,. ZnSO, 6H,O oder 4.40 g ZnSO, 
.7H,O werden auf | Liter destilliertes Wasser gelést. |cem dieser Losungen 
enthalt I mg Zn. 

Die Veraschung wird in derselben Weise durchgefiihrt, wie es bei der 
Bestimmung des Bleies beschrieben wurde. Die fast farblose Veraschungs- 
fliissigkeit wird zur vélligen Verjagung der Stickoxyde zweimal mit Wasser 
aufgekocht und das iiberschiissige Wasser wieder abgedampft. Der Inhalt 
des Kolbens wird nun quantitativ in eine Quarzschale unter Nachspiilen mit 
Wasser iibergefiihrt, abgedampft und die tiberschiissige Schwefelsaiure ab- 
geraucht. Der Riickstand wird dann mit 5cem verdiinnter Salzsaure unter 
Nachspiilen mit geniigend Wasser in ein 25-cem-Zentrifugenglas gespiilt, 
zentrifugiert und der Riickstand mit verdiinnter Salzsaure und dann mit 
Wasser ausgewaschen. Die tiberstehenden Lésungen werden in einem 
Erlenmeyer-Kélbchen von 50 cem vereinigt, das Kélbchen im Wasserbad 
erwarmt, bis zum Erkalten Schwefelwasserstoff eingeleitet, worauf das 
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K6lbchen verkorkt wird und iiber Nacht stehenbleibt. Ourch Zu:atz von 
etwas Ather wird die schnellere und kompaktere Abscheidung der Sulfide 
der zweiten Gruppe beschleunigt. Man filtriert dann durch ein gehartetes 
Filter in ein 50-cem-Becherglas ab, wascht mit Schwefelwasserstoffwasser 
aus und verjagt den iiberschiissigen Schwefelwasserstoff durch Erwarmen. 
In dem Filtrat werden zur Abscheidung des Eisens die Ferroverbindungen 
durch Zusatz von 6 Tropfen konzentrierter Salpetersdiure oxydiert. Die nun 
ungetahr 2 bis 4cem betragende Fliissigkeitsmenge wird in ein Zentrifugen- 
glas von 25ccem quantitativ tiberspiilt, mit 30°,iger Natronlauge alkalisch 
gemacht, darauf mit Essigsaéure angesauert. gut umgeriihrt und nach Ab- 
sitzenlassen des Niederschlags zentrifugiert. Der gallertige Riickstand wird 
in wenig verdiinnter Salzsaure gelést, die salzsaure Lésung wieder mit 
Natronlauge und Essigsaéure behandelt und dieses Verfahren so oft wieder- 
holt, bis ein nur vom Eisen herriihrender rotbrauner Niederschlag zuriick- 
bleibt. 

Die bei diesem Verfahren gewonnenen essigsauren Lésungen, d. h. also 
die tiberstehenden Fliissigkeitsmengen, werden in einem 50-cem-Erlenme yer- 
Kolben vereinigt, es wird darauf Schwefelwasserstoff eingeleitet, wobei die 
in der Fliissigkeit gelésten Phosphate, Alkalien und alkalische Erden ge- 
lést bleiben, verkorkt und wieder iibar Nacht stehengelassen. Nach Zusatz 
von etwas Ather wird das abgeschiedene Zinksulfid durch ein gehartetes 
Filter filtriert, mit schwach essigsaurem Schwefelwasserstoffwasser aus- 
gewaschen, sodann mit dem Filter verascht und gegliiht. Um noch etwa 
vorhandene Spuren Eisen abzutrennen, wird die Asche in ein 20-cem- 
Zentrifugenglas mit 2cem 2°,iger Essigsaure iibergespiilt, mit Wasser 
nachgespilt, mit wenig Essigséure und Wasser nochmals nachgewaschen, 
zentrifugiert und in dem vereinigten Zentrifugat die nephelometrische Be- 
stimmung des Zinks vorgenommen. Ist der Gehalt an Zink nur gering. 
nimmt man die ganze Menge; wird ein gréBerer Gehalt erwartet, fiillt man 
die Fliissigkeit auf ein bestimmtes Volumen, z. B. 25 cem, auf und nimmt 
einen aliquoten Teil zur Bestimmung. Fiir diese bringt man in zwei Meb- 
zylinder gleicher GréBe (im allgemeinen 15 oder 25 cem) je 5cem Schwefel- 
wasserstoffwasser, 1 ccm n Salzsiure und 2 cem Eisessig. Man gibt in den 
einen die zu untersuchende Lésung, in den anderen die ungefahr ent- 
sprechende Menge der Standardlésung, gibt noch 2cem Ammonacetat 
hinzu, fiillt, wenn nétig, auf gleiches Volumen auf. mischt durch und 
vergleicht nach 15 Minuten die entstandenen Triibungen im Nephelometer. 

Die Berechnung erfolgt in iiblicher Weise. Die Empfindlichkeit betragt 
0,03 mg in 15 cem Fliissigkeit. 
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Uber Verinderungen 
der Ausscheidung von Zink durch Bestrahlung. 


Von 
Kyuhei Nakadate. 


(Aus dem biologisch-chemischen Institut des stadtischen Krankenhauses 
am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 17. Juli 1933.) 


DaB die Ausscheidung von zugefihrten Metallen durch Strahlung 
verindert werden kann, ist in mehreren Versuchen des hiesigen Instituts 
gezeigt worden. 

So tand Roman? eine besonders mit der Quarzquecksilberlampe er- 
zielte Mehrausscheidung von Silber bei Mausen. Pineussen* hat dann 
festgestellt, daB bei der gewahliten Strahlendosis die mit U. V. bestrahlten 
Tiere mehr Blei enthielten als die unbestrahlten Kontrollen, wahrend 
dagegen durch langwelliges Licht eine Erhéhung der Aussche:dung, dem 
nach also eine Verminderung des im K6érper der so bestrahlten Tiere ver- 
bleibenden Bleies gefunden wurde. Wiese Befunde erinnern an ahniiche 
Erscheinungen mit kérpereigenen Substanzen, wie den Abbauprodukten 
des Purimstoffwechsels, bei welchen die Ausscheidung durch langwelliges 
Licht deutlich erhéht ist. 

Es wurde nun versucht, noch ein anderes Metall in den Kreis der 
Betrachtungen zu ziehen. Als solches wurde das Zink gewahlt, welches 
den Versuchstieren Ratten im Durchschnittsgewicht von 50g 
neben einer im itbrigen zinkfreien Kost in Form von einer Zinkacetat- 
lésung taglich durch eine Pipette eingefl6Bt wurde. Die Tiere erhielten 
taglich 0.5 cem der Zinkacetatlésung mit cinem Gehalt von 0.4 g Zink 
in 100 cem, taglich also 2 mg. Diese Gabe wurde an 14 ‘Tagen gereiclht 
(mit Ausnahme der Sonntage), so daB jedes Tier insgesamt 28 mg Zink 
erhielt. Ein Teil der Tiere blieb ohne Behandlung, wahrend die anderen 
in verschiedenen Gruppen nach Beendigung der Zinkfutterung acht- 
bzw. zwilfmal mit der gleichen Dosis bestrahlt waren. Zur Bestrahlung 
diente die Hanauer Quarzlampe, die Vitaluxlampe und die ecinfache 
gasgefiillte Glihlampe, die Nitralampe, wahrend eine letzte Gruppe mit 
dem aus der Nitralampe herausgeschnittenen Ultrarot bestrahlt wurde. 


1 L. Pineussen u. Wadim Roman, diese Zeitschr. 2389, 374. 1931 
2 Ludwiq Pineussen, Klin. Wochenschr. 1933. Nr. 12. 8S. 275. 
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Die Warmestrahlen waren, wie auch sonst, durch eine Wasserschicht 
entfernt worden. 

Zur Bestrahlung wurden die Tiere in behelfsmaBig hergestellte enge 
Kafige aus weitmaschigem Drahtgewebe eingebracht, so daB sie sich 
nicht frei bewegen konnten. Die zu bestrahlende Oberflache der Tiere, 
welche durch Kurzschneiden der Haare hergestellt wurde, betrug 
25 qem. Die zugefiihrte Strahlungsdosis war, gleichgiiltig, welche Licht- 
quelle angewandt wurde, 2,7 . 10-* cal. qem.sec~!. Die Tiere erhielten 
also waihrend der jedesmal 5 Minuten dauernden Bestrahlung 300 . 6,8 
.10°-* cal = 20,4 cal. Im ganzen also wurde den Tieren der Serie 1, 
welche achtmal bestrahlt wurden, 163 cal, denen der Serie 2, welche 
an 12 Tagen bestrahlt wurden, 245 cal zugestrahlt. — An dem 
der Bestrahlung folgenden Tage wurden die Tiere getétet, die un- 
bestrahlten Tiere zur gleichen Zeit wie die bestrahlten Tiere derselben 
Serie. Die Verarbeitung erfolgte dann so, daB die Tiere der gleichen 
Gruppe gewogen wurden; es wurde ihnen dann das Fell abgezogen, 
der Verdauungskanal entfernt, die Tiere zusammen zerkleinert, auf dem 
Wasserbad getrocknet, auf diese Weise der Wassergehalt der ent- 
hauteten Tiere festgestellt und nunmehr in der gewonnenen Trocken- 
substanz nach der auf 8.58 des gleichen Bandes dieser Zeitschrift be - 
schriebenen, von FL. Briick ausgearbeiteten Methode das Zink bestimmt. 

Nachfolgend geben wir tabellarisch die gewonnenen Ergebnisse, 
auf Prozente in der feuchten und trockenen Substanz berechnet. Fiir 
jede Serie sind zwei Zahlen angegeben: sie bedeuten die Ergebnisse 
des Verfassers und eines Mituntersuchers am gleichen, aus demselben 
Trockenriickstand gewonnenen Material. 

Die erhaltenen Werte, deren jeder wieder das Mittel aus einer 
Anzahl von Analysen (meistens vier) darstellt, liegen im wesentlichen 


‘ 


Tabelle I (Serie 1). 








Zahl mg-9/, Zn mg-°/, Zn 
Strahlung der _in Troekensubstanz sie in feuchter Substanz _ 
Tiere Mittel Mittel 
Kontrolle 3 24.4 0: 7,5 | 
5 a4 || 63 (yj =—89 
uarzlampe 5 35,1 | - 10,0 \ 
7 4 cy a iia 9s ij % 
Vitaluxlam pe 5 41,9 ! i 12.3 ) ‘ 
344 | 38,2 10.1 11,2 
Nitralampe 5 41,7 11,6 | 
414 j #6 11,6 ; ue 
Ultrarot 5 39,1 an 11,8 
36.4 ies 11.0 oes 











Ke 


Wr 








‘hicht 


enge 
» sich 
liere, 
etrug 
sicht- 
ielten 
1. OS 
‘ie 1, 
elche 
dem 
un- 
‘Iben 
chen 
wen, 
dem 
ent- 
ken- 
. be- 
nmt. 
isse, 
Fiir 
Lisse 


lben 


iner 
‘hen 








Veranderungen der Ausscheidung von Zink durch Bestrahlung. 63 


Tabelle Il (Serie 2). 





‘ mg-°, Zn mg-9 9 Z 
Strahlung _ in Troghensubetens in tenchter Sebeteen 
Tiere Mittel Mittel 
Kontrolle 3 25.0 1 o99 7,2 | 64 
5 19,0 Lo 5.5 | : 
(Quarzlam pe 5 36,0 be ee 10.0 | 
30.0 33,0 87 | 94 
y; ole > 4 9 2.9 « 
V italuxlam pe 5 = | 41.2 = | 11.2 
Nitralampe 5 43,1 | P 12.3 \ 
337 | = 409 us 6) CU 
Ultrarot 4 43,0 | . 11,9 | P 
| os «6j 


sehr eng beieinander, wenn auch in einigen Fallen kleine Abweichungen 
festzustellen sind, welche sich wahrscheinlich dadurch erklaéren, dal} die 
Mischung nicht ganz gleichmaBbig hergestellt werden kann und daher 
die zu jeder Analyse genommene Menge in ihrer Zusammensetzung 
gelegentlich etwas abweicht. Die Zahlen sind jedoch in jedem Falle 
so eindeutig, daB der Gang der Werte nach der verschiedenen Behand- 
lung der Tiere sich durchaus deutlich ergibt. Dab der Durchschnitts- 
wert der Kontrollen bei dem langeren Zwischenraum zwischen Be- 
endigung der Fiitterung und dem Téten des Tieres, also bei Serie 2 
etwas niedriger liegt, war zu erwarten. Nicht erwartet war dagegen 
die Tatsache, daB durch die Einwirkung der Strahlung der Zinkgehalt 
nicht nur nicht vermindert, sondern durch alle angewandten Strahler 
erhéht wird. Es tritt sogar die ganz unerwartete Erscheinung auf, dab 
die Zunahme des Zinkgehalts, d.h. also die verringerte Ausscheidung 
von Zink, durch die ultraviolette Strahlung der Quarzlampe in ge- 
ringerem Grade gesteigert wird als durch den EinfluB der langwelligen 
Strahlung. Das gilt sowohl fiir die achtmalige wie auch fiir die zwolf- 
malige Bestrahlung. Eine Erklarung dieses Verhaltens, welches sich 
besonders von den fiir Blei gewonnenen Ergebnissen unterscheidet, 
laBt sich aus unseren Versuchen ohne weiteres nicht geben. Es ware 
wohl méglich, daB die Dosierung der Strahlung hierbei von ausschlag- 
gebender Bedeutung ist: die in der genannten Arbeit untersuchten 
Bleitiere hatten nur !, der hier angewandten Dosis erhalten. Anderer- 
seits ist es auch durchaus denkbar, daB sich das Zink im Organismus 
anders verhalt als das Blei und vielleicht auch als das Silber. Eine 
Diskussion dieser Unterschiede mu8 daher unterbleiben, bis weitere 
Versuche vorliegen, welche diese Verhaltnisse beriicksichtigen. 





Uber Verinderung des Stoffwechsels durch Bestrahlung. XII. 


Von 
Ludwig Pineussen. 


Uber den Einflu6b verschiedener Strahlenqualititen 


auf den Glutathiongehalt der Organe bestrahlter Tiere. 
Von 
S. Takahashi. 


(Aus dem biologisch-chemischen Institut des stadtischen Krankenhauses 
am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 17. Juli 1935.) 


Das Redox-System, welches wir im Glutathion in seiner oxydierten 
und reduzierten Stufe vor uns haben, hat auf gewisse fermentative 
Prozesse einen EinfluB, indem es, je nachdem, Reduktionen wie Oxy- 
dationen zu beeinflussen vermag. Wichtig ist vor allem die Anwesenheit 
der reduzierten Stufe, welche durch Wasserstoffabgabe als Reduktions- 
mittel wirkt. 

Grerade die Frage nach dem allgemeinen Ablauf der Stoffwechsel- 
vorginge ertordert, da man solehe Systeme in ihrem Verhalten unter 


verschiedenen Verhaltnissen priift. Im hiesigen Institut hat Yokota (1) 
untersucht, in welcher Weise U. V.-Bestrahlung von Tieren die Menge des 
Glutathions im Blute und Organen beeintluBt. Bei Anwendung einer 


Hanauer-Quarzquecksilberlampe., die in der gewahlten Entfernung von 
50em 2.15. 10°" cal pro Quadratzentimeter und Sekunde auffallen biel, 
wurden Meerschweinchen und Ratten verschiedene Zeitlang bestrahlt. 
ger. den Meerschweinchen, bei welchen die Strahlung 15 und 30 Minuten 
auffiel, wurde eine Anderung des Glutathiongehalts in Leber, Milz, Lunge 
und Muskel nicht gefunden, wahrend bei 60miniitiger Bestrahlung eine 
Zunahme des Glutathions in Leber und Milz unverkennbar war. Bei den 
bestrahlten Ratten waren die Veranderungen starker: schon nach L5mintitiger 
Bestrahlung war in Leber und Lunge die Menge des Glutathion stark ver- 
mehrt, im Gegensatz zu einer Abnahme bei der Milz. Im Muskel waren 
Anderungen nicht nachweisbar. 


Es sollte nun festgestellt werden, ob die Strahlenqualitaét auf diesen 
Vorgang einen EinfluB hat. Yokota hatte mit der ungefilterten Queck- 
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silberlampe gearbeitet, in welcher bekanntlich die Wirkung des U,V. 
durchaus beherrschend ist, wahrend die sichtbaren Strahlen vollstandig 
zurucktreten, Reines monochromatisches Licht stand uns fiir die Ver 
suche in der nétigen Starke nicht zur Verfiigung. Wir wahlten zum 
Vergleich das gelbe Licht der Natriumdampfréhre, das orange-rote Licht 
der Neondampfrohre; blaues Licht gewannen wir aus der Quarzqueck 
silberlampe durch Vorsetzen cines guten Blauglases und Entfernung 
des U.V. durch einen dickwandigen Trog von lO em Dicke, der zur 
Abhaltung der Wiarmestrahlung mit Wasser gefullt war. Ultrarot ge 
wannen wir in genugender Intensitat aus einer hochkerzigen Glihlampe, 
indem wir durch Schwarzglas und Wasserschicht den Bereich von 
ungefahr 700 bis 1500 my herausblendeten. Das Spektrum des Natrium 
dampfes enthalt nicht unwesentliche Mengen von U,V. Aus diesem 
Grunde stellten wir auBber mit der nackten Natriumréhre noch Ver- 
suche an, in welchen wir dieses U. V. durch Vorsetzen eines starken 
Spiegelglases entfernten. 

In den Versuchen von Yokota hatten wir 2.15.10 %eal. 15. 30 und 
60 Minuten wirken lassen. Oa wir bei Ausblendung die von der Quarz- 
lampe gelieferten Energien mcht errerchen konnten, lieben wir die traltte 
der dort) angewandten) Energie, doh. LOS. 10S cal die doppelte Zeit 
wirken. Es entspricht also bei den hier zu schildernden Versuchen die 
Bestrahlung-zeit von 30 Minuten der fritheren von Td. die von 60 Minuten 
der tritheren von 30. Die Ergebnisse sind also mit denen der Arbeit) von 
Yokota durchaus vergleichbar. Es muh noch bemerkt werden, dab. wie 
spater (2) berichtigt wurde, die Glutathionwerte in’ jener Arbeit falsch 
berechnet waren, da thnen die Formel des Dipeptids zugrunde gelegt worden 
war; sie sind, ber richtiger Berechnung auf die Tripeptidformel. und dem- 
entsprechend auch zum Vergleich mit den folgenden Zahlen, mit 1,23) zu 
multiplizieren. 

Im tbrigen sind die Versuche ebenso angestellt wie bei Yokota, 
sind nur mit Ratten angestellt. welche in einem sehr engen, ganz weit- 
maschigen WKafig, in welchem die Tiere sich nicht bewegen konnten, so 
bestrahlt wurden, dali die eine Seite der Strahlung vollstandig ausgeset zt 
war. Die Tiere wurden 30 Minuten nach beendeter Bestrahlung getoétet, 
und so schnell als méglich die Organe zur Analyse herausgenommen. 


Sie 





ony Leber ; Milz Lunge Muskel 
Unbehandelte Tiere. 

D 188 269 103 

6 215 276 151 

7 233 244 

8 224 210 46 
y 224 190 132 42 
10 250 212 138 49 
11 213 214 S80) 3 
12 207 245 125 43 

Mittel: 218 216 121 45 
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Nr. 


13 


15 


Mittel: 


16 
17 
18 


Mittel: 


19 
20 
21 


45 


Mittel: 


25 


Mittel: 


dl 
32 
33 
34 
35 
47 


Mittel: 


51 
'26 
27 
28 
29 
30 
46 


Mittel: 


36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 


Mittel: 





Leber 


ss 
woe 


Milz Lunge 
Neonrohre, 39 Minuten. 
236 id) 
233 45 
232 45 
234 9) 
Neonrohre, 60 Minuten. 
209 129 
23% 100 
227 121 
223 117 
Natriumréhre, naeckt, 30 Minuten. 
220 132 
240 
234 165 
244 146 
235 148 
Natriumrohre, nackt. 60 Minuten. 
231 136 
245 162 
229 91 
235 139 
Natriumrohre, U. V. abfiltriert. 
245 136 
238 108 
238 114 
240 102 
230 105 
241 133 
238 127 
Blaues Licht. 
241 127 
226 114 
233 136 
234 161 
239 138 
224 132 
223 125 
232 133 
Ultrarot. 
198 87 
192 105 
243 109 
201 127 
180 132 
234 110 
198 106 
221 
208 109 


Muskel 


46 
43 
46 


45 
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Es ist zu erwahnen, daB im Gegensatz zu allen anderen Tieren bei 
den mit Ultrarot bestrahlten stets eine Lungenblahung beobachtet 
wurde. Es ist wohl denkbar, da®B dieser Zustand mit der besonders 
von Gigon (2) betonten groBen Absorption des Lungengewebes fiir 
U. R. zusammenhangt. 

Ein Vergleich dieser Zahlen ergibt zum Teil recht deutliche Ab- 
weichungen von den Werten der jetzigen und der friher untersuchten 
Normaltiere. In der Leber hatte Yokota unter Kinwirkung von U.V 
cine sehr starke Zunahme gefunden, welche besonders bei Li miniutiger 
Bestrahlung sehr ausgepragt war und dort iiber 30°. betrug. Bei allen 
unseren Versuchen mit sichtbarem Licht haben wir cine Zunahme des 
(ilutathions in der Leber in keinem Falle gefunden: im CGegenteil war 
in einzelnen Fallen, so bei der kurzen Bestrahlung mit der Natrium- 
und Neonroéhre, der Wert gegeniiber den Kontrollen deutlich vermindert, 
ohne dab auf die quantitativen Ergebnisse besonderer Wert gelegt 
werden. soll. 

Der EinfluB der sichtbaren Strahlung auf die Milz fehlt, wie ja 
auch der geringen Verminderung durch U. R. ebenso wie in den fritheren 
Versuchen durch U. V. kein besonderer Wert beizumessen ist. In der 
Lunge ist die Zunahme ebenso wie durch U. V. so auch durch kurz- 
welliges sichtbares Licht deutlich, waihrend im Gegensatz die lang- 
welligeren Strahlen, auch das von der Lunge besonders gut absorbierte 
U. R. eine Abnahme bewirkt. Wenn diese auch nicht groB ist, so scheint 
doch aus diesen Befunden hervorzugehen, dal eine Glutathionbildung 
mit der Absorption in dem betreffenden Organ nicht in direktem Zu 
sammenhang steht. Im Muskel endlich sind die SH.-Gruppen durch 
Bestrahlung der Tiere mit sichtbarem Licht erhéht, wahrend U. V. 
und U. R. ohne EinfluB sind. 

Die hier mitgeteilten Unterschiede reichen nicht aus, um eine ab- 
solute GesetzmaBbigkeit fur die Wirkung der verschiedenen Spektral- 
abschnitte abzuleiten. Sie zeigen aber doch, daB die Verhaltnisse von 
der angewandten Strahlung abhaingig sind. Wenn wir aus der Gegen- 
wart grOBerer Mengen von SH.-Gruppen auf cine Steigerung der Stoff- 
wechselvorgange schlieBen wollen, so ergibt sich aus den Versuchen 
jedenfalls, daB cine solche von der cinwirkenden Strahlung abhingig 
sein kann. Der EinfluB von U. V. auf Stoffwechseivorginge in der 
Leber hatte sich u.a. aus den Autolyseversuchen von /watsu (3) er- 
geben und war durch die Befunde von Yokota iibet die Verainderungen 
des Glutathions durch U. V. [l.¢. (1)| bestatigt worden. Jetzt sehen 
wir, daB sichtbare Strahlung und auch das kurzwellige U. R. auf den 
Mechanismus in dev Leber ohne EinfluB ist, daB aber in’ anderen 
Organen die Wirkung langwelligeren, sichtbaren und unsichtbaren 
Lichtes deutlich wird. So wirkt auch auf das Glutathion in der Lunge 


* 
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kurzwelliges sichtbares Licht steigernd, nicht aber langwelliges und 
U.R., trotz dessen bevorzugter Absorption im Lungengewebe. Auffallig 
ist das Fehlen jeden Effektes auf den Muskel unter U. V.-Bestrahlung, 
wihrend die Wirkung der sichtbaren Strahlung gerade hier deutlich 
ist. Auch diese Tatsachen tragen zur Vertiefung der Erkenntnis bei, 
daB der Mischung der verschiedenen Spektralbezirke, wie wir sie z. B. 
im Sonnenlicht haben, ganz besondere Wirkungen zukommen, indem 
die Gesamtheit der Stoffwechselvorgange, nicht etwa ein cinzelner, die 
fir seine Beeinflussung nétige Strahlenqualitéit vorfindet. 

Versuche sind natirlich nur dann vergleichbar, wenn sie unter 
denselben Verhaltnissen angestellt werden. Aus diesem Grunde sprechen 
unsere Erfahrungen nicht gegen die zweiecr italienischer Forscher (4), 
welche 24 Stunden nach beendeter U. V.-Bestrahlung eine Verminderung 
des Glutathions auch in solchen Organen fanden, bei denen wir eine 
Zunahme feststellten (Leber, Lunge). Der Grund hierfiir kann erstens 
in der verschiedenen Dosierung der zugefiihrten Strahlung liegen: aber 
angenommen, dab hier die Menge der Strahlung gleichgiltig ware, 
wiirde ein Zwischenraum von 24 Stunden zwischen Ende der Be- 
strahlung und T6tung des Tieres, den die genannten Autoren gewahit 
haben, vollstandig geniigen, um die Menge des Glutathions, die wir 
30 Minuten nach beendeter Bestrahlung feststellten, grundlegend zu 
verandern. 


Literatur. 
1) S. Yokota, diese Zeitschr. 289, 303, L931. 2) A. Gigon, Klin. Wochen- 
schr. L930, Nr. 2. S. 1947. 3) 7. Iwatsu, diese Zeitschr. 215, 372. 1929. 


4) F. Vannueei ou. C. Negri (Parma). Giornale d. clin. med. anno NIT 
fase. XI, 1931, S.-A. 
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Uber den Umsatz der Pyrophosphatfraktion 
(Adenosintriphosphorsiure und freies Pyrophosphat) im Muskel. 


Von 
0. Feinschmidt und M. Dmitrenko. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Arbeitsinstituts des Ukraini- 
schen Arbeitskommissariats in Charkow.) 


(EKingeqangen ame 17. Juli 1955.) 


Unter den Substanzen, deren Umsatz mit der Muskeltatigkeit ver- 
kniipft ist, hat in letzter Zeit die Adenosintriphosphorsaure eine wichtige 
Stelle eingenommen. Der fermentative Umsatz dieser Substanz ist 
jedoch noch nicht geniigend weit erforscht. Auch gab es keine Methode, 
die es erméglichen wiirde, das freie Pyrophosphat sowie das als Be- 
standteil der Adenosintriphosphorsiure gebundene isoliert zu bestimmen, 
daher konnte nicht untersucht werden, ob in den Muskeln eine Ab- 
spaltung des ganzen Pyrophosphatmolekiils moéglich ist, ob tberhaupt 
in Muskeln freies Pyrophosphat vorhanden ist. Das Pyrophosphat wurde 
summarisch bestimmt, und die Dephosphorylierung der Adenosintri- 
phosphorsiure konnte nur an dem Schwund der Pyrophosphatfraktion 
(des leicht) hydrolysierbaren Phosphors) und dem = Auftreten von 
Q-Phosphorsiure beurteilt werden. Die unlingst von Ferdmann (2) 
ausgearbeitete Methode erméglicht es, gesondert das freie und das 
gebundene Pyrophosphat zu bestimmen. Mit Hilfe dieser Methode 
haben wir Untersuchungen tiber den Mechanismus des fermentativen 
Umsatzes der Adenosintriphosphorsiure bei verschiedenen Zustinden 
der Muskeln (Trauma, Autolyse, Erfrieren und Auftauen) ausgefthrt. 


Methodik. 


Die Untersuchungen wurden an Froschmuskeln angestellt. Die Ver- 
suchsbedingungen werden bei der Besprechung der einzelnen Serien an 
gegeben. Fiir die Bestimmung des freien und des gebundenen Pyrophosphats 
bedienten wir uns der Methode von Ferdmann (2). Diese Methode besteht 
in folgendem. Vor allem werden die Phosphorverbindungen des Muskels 
(des mit Trichloressigsaure erhaltenen eiweibfreien Muskelextraktes) mit 
Hilfe von BaO fraktioniert. Dabei werden Adenosintriphosphorsaure (und 
Inosintriphosphorsaure), Pyrophosphat, O-Phosphat und, wenn vorhanden, 
auch Hexosediphosphorsiure gefallt. Der Niederschlag wird abzentritugiert. 
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gewaschen und inn 1OH Cl gelést. Daraut werden die einzelnen Fraktionen 
bestimmt: O-Phosphorsiure [nach Fiske und Subbarow (4)\, Pyrophosphat 
(nach Lohmann) und in Saure léslicher Phosphor (Veraschung mit H,SQ,). 
AubBerdem wird die Pentose der Adenosin- und Inosintriphosphorsiéuren 
bestimmt; freie Pentose sowie Adenosin, Adenylsaure und Inosinsaure 
werden durch Barium nicht gefallt). Fir diesen Zweck kommt ein Teil 
des gelésten Ba-Niederschlags in die Hiilse des Destillationsapparats, es 
wird Schwefelsiure zugegeben, so dab deren WKonzentration 6n H,SO, 
entspricht (das Gesamtvolumen betragt 30cem), und darauf bis zur Sattigung 
KeSO, und 2g ZnSO, zugesetzt. Die Hiilse wird auf 150° erwarmt und 
das dabei entstehende Furfurol unter bestandiger CO,-Durchstrémung 
destilliert. Die Beendigung der Destillation wird durch Farbung einzelner 


Proben mit essigsaurem Anilin gepriift. Die Gesamtmenge des in einen 
Kolben aufgefangenen Destillats wird gemessen und daraut die Menge der 
Pentose kolorimetrisch bestimmt. Als Standardlosung dient eine frisch 


vorbereitete Furfurollésung von 0.4 mg-°,,.. welche gleichzeitig mit dem 
Destillat (je 10 cem) mit essigsaurem Anilin (eine Mischung gleicher Volumen 
frisch destillierten Anilins und 80° iger Essigséure, die ex tempore vor- 
hereitet wird) gefirbt wird. Die maximale Farbung wird in 10 Minuten 
erreicht und halt 10 Minuten an. Aus der gefundenen Pentosemenge kann 
herechnet werden, welcher Teil der Pyrophosphattraktion als Adenosin 
oder Inosintriphosphorsaure gebunden ist. Die Differenz zwischen Cesamt- 
pyrophosphat und gebundenem Pyrophosphat ergibt das freie Pyrophosphat. 
Auber diesen Analysen der Ba-Niederschlige haben wir auch an ent- 
elweiBten Extrakten gleiche Analysen ausgefiihrt; dies crlaubt zu be- 
urteilen, ob in Muskeln Pentose vorhanden ist auBer derjenigen, die als 
Bestandteil der Adenosin- und Inosintriphosphorsauren auftritt. ob unter 
gewissen Bedingungen andere Pentoseverbindungen entstehen kénnen. 


Der traumatische Zerfall der Adenosintriphosphorsiure. 


Beim Zerreiben von Muskeln in Wasser mit Quarzsand oder mit zer- 
kleinertem Clas tritt eine rasche fermentative Spaltung von verschiedenen 
Substanzen ein. So wird nach den Befunden von Parnas (7) dabei schon 
in 2 Minuten die gesamte Adenylsaiure (Adenosintriphosphorsiiure) des- 
aminiert, nach F’erdmann (3) zerfallt unter diesen Bedingungen die gesamte 
Kreatinphosphorsiure. Wie bekannt, ruft jJede Trauma des Muskels eine 
Milchsaiurebildung hervor. In Zusammenhang damit schien es uns von 
Interesse, zu untersuchen, ob auBer der Desaminierung auch ein weiterer 
Zerfall der Adenosintriphosphorsiure bei einem derartigen raschen Zerreiben 
des Muskels stattfindet. 

Die Versuche wurden in folgender Weise ausgefiihrt. Die Frésche 
wurden durch Purchschneiden des Riickenmarks getétet. Ein Teil det 
Muskeln der Hinterextremitaten wurde rasch in Wasser mit zerkleinertem 
Glas zerrieben, 5 Minuten stehengelassen., darauf Trichloressigsiure zu- 
gegossen. Ein anderer Teil der Muskeln (es wurden bei jedem Frosch die 
entsprechenden Muskeln der anderen Extremitat genommen) wurde so- 
gleich in fliissige Luft versenkt und im gefrorenen Zustand zerrieben, das 
Muskelpulver kam in Trichloressigsaure (Kontrollportion). Beide Portionen 
wurden iiber Nacht stehengelassen (an einem kiihlen Ort), darauf wurde 
filtriert und ein Teil des Filtrats mit BaO gefallt. [Im ganzen Filtrat und 
in Ba-Niederschlag wurden dann die entsprechenden Analysen ausgetiihrt. 

Die Ergebnisse dieser Versuchsserie sind in Tabelle | wiedergegeben. 
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Tabelle I. 








2 3 4 5 6 7 s 4 lo 11 12 
Eiweibifreier Extrakt Ba-Niederschlag 
= Ss of! S =. fue gSse 
s ss Lt ls =i eee £fo% 
14. I. Traum. SY 22 200 S88 85 92 | 136 | 51.7; 21,3 0 
Kontrolle SS 31 196 47.5 86 30 | 132 483/200 10 
26. I. Traum. 109 16 | 171 | 82,7); 94 16 132 71.6 29,6 0) 
Kontrolle 85 22 162 38,9 82 22 117/361 15.0 7 
11.0. Traum. 103 6 174 56.0 192 7 | 121 
Keontrolle 93 19 178 43.5 86 1Y 126 36,8 15.2 4 
15. 11. Traum. 10) 9 162 54,7 98 9 112 35.7. 14.8 0 
Kontrolle SO 18 153 39.8 
21.11. Traum. 100 7 167 55.0, 95 § 130 26.0 10.7 0 
Kontrolle S7 19 158 | 38.5 2 19 1251325 13.4 5.6 
25.11. ‘Traum. SS 12 143 52.0) 90 10 24.7 10,2 1) 
Kontrolle 76 17 143 37.3 68 16 - 294 12.0 4 


In Spalte 3 ist der CGehalt des Extraktes an H,PQO,. in Spalte 7 
derjenige des Ba-Niederschlags angetthrt. Wie beim Vergleichen dieser 
Werte ersichtlich, wurde in einigen Fallen im Niederschlag etwas weniger 
O-Phosphat gefunden als im ganzen Extrakt. Dies ist dadurch bedingt. 
daB in diesen Fallen zur Zeit der Fallung noch eine gewisse Menge Kreatin 
phosphorsaure erhalten geblieben war, dieselbe wird aber mit Barium nicht 
gefallt. Der Vergleich von Spalte 4 und 8 zeigt, dali das Pyrophosphat 
(freies, wie gebundenes) mit Barium quantitativ gefallt wird (der geringe 
Unterschied in den gefundenen Werten liegt in den Grenzen des Fehlers 
der Methode). Wie aus der Tabelle ersichtlich, wurde in den in) Wasser 
zerriebenen Portionen in allen Fallen weniger Pyrophosphat gefunden als 
in den WKontrollportionen, demnach findet beim Zerreiben der Muskeln 
ein teilweiser Zertall der Pyrophosphattraktion statt.  Jedoch kann aut 
Grund dieser Daten nicht beurteilt werden. welche Anderungen in dieser 
Fraktion eingetreten sind, ob das mit Adenylsaure (Inosinsaure) verbundene 
oder das tree Pyrophosphat zertalien ist. ferner ist es méglich, dal} eine 
Abspaltung des Pyvrophosphats von Adenosintriphosphorsaure statt gefunden 
hat und nur ein Teil desselben zerfallen ist. Um dies zu klaren, ist es not- 
wendig, wie erwahnt, auber dem Pyrophosphat im = Niederschlag auch 
Pentose zu bestimmen und darauf aus der Pentosemenge die Menge des 
gebundenen Pyrophosphats zu berechnen. Wie aus Spalte It ersichtlich, 
sind die Pentosewerte in den Ba-Niederschlagen aus den Kontrollportionen 
in allen Fallen niedriger, als dem gefundenen Pyrophosphatgehalt ent - 


spricht. Demnach ist ein Teil des Pyrophosphats in ungebundenem Zu- 
stande vorhanden [die entsprechenden Werte sind in Spalte 12 (3 bis 11) 
wiedergegeben |. Was die zerriebenen Portionen betrifft, so deckt hier 


die Pentosemenge die Menge des Pyrophosphats vollstandig, in den meisten 
Fallen ist sie sogar héher als dieselbe, demnach enthalten diese Portionen 
kein freies Pyrophosphat. In einigen Fallen trat neben der Spaltung des 
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freien’ Pyrophosphats auch ein teilweiser Zerfall des gebundenen Pyro- 
phosphats ein. 

Wie kann man den Befund erklaren, daB in einer Reihe von Nieder- 
schlagen aus den zerriebenen Portionen gréBere Pentosemengen gefunden 
werden, als dem Pyrophosphat entspricht 7? Von den pentoseenthaltenden 
Verbindungen wird Ja, wie erwahnt, nur die Adenosin- und Inosintriphosphor- 
saure mit Barium gefallt, dieselben enthalten aber pro Molektil Pyrophosphat 
ein Molekiil Pentose. Aus den in Spalte 6 angefiihrten Daten ist ersichtlich, 
daB beim Zerreiben der Muskeln im Wasser in ihnen eine pentoseenthaltende 
Verbindung gebildet wird, die durch Trichloressigsaure extrahiert wird 
(in allen Fallen wurde in den Extrakten aus den in Wasser zerriebenen 
Portionen bedeutend mehr Pentose gefunden als in den Kontrollportionen. ) 
Anscheinend kann ein Teil dieser Verbindung mit Barium gefallt werden, 
dadurch ist die im Vergleich zum Pyrophosphatgehalt tiberfltissige Pentose- 
menge im Niederschlag bedingt. Die Natur sowie die Quellen der ent- 
standenen Pentoseverbindung sind zur Zeit noch nicht bekannt.  Beim 
Zerreiben der Muskeln im Wasser findet demnach in 5 Minuten ein teil- 
weiser Zerfall der Pyrophosphatfraktion statt, dabei zerfallt vor allem das 
freie Pyrophosphat. AuBerdem wurde die Bildung einer oder einiger Pentose- 
verbindungen nachgewiesen, welche zum Teil (irgendeine Verbindung. die 
Pentose und Phosphorsiure enthalt 7) mit Barium gefallt wird. 


Muskelbreiautolyse in Wasser. 

Bei der Autolyse des Muskelbreies nimmt sein CGehalt an O-Phosphor- 
siure zu. Embden (1) nahm an, daB diese Phosphorsiureverbindung durch 
die Spaltung von Hexosephosphorsaure des .,Lactazidogens** bedingt 
ist; Jedoch zerfallt nach Lohmann (6) bei den von Embden angewandten 
Autolysebedingungen (Muskelbreiautolyse in 2°,iger NaH CO,-Lésung) 
nicht Hexosephosphorsaure, sondern als leicht hydrolysierbare (in n HC! 
in 7 Minuten) Phosphorverbindung das Pyrophosphat. Wir haben den 
Zerfall der Pyrophosphatfraktion (Adenosintriphosphorsiure und freies 
Pyrophosphat) bei der Autolyse des Muskelbreies in Wasser untersucht. 
Die Versuche wurden an Froschmuskeln ausgetfiihrt. Ein Teil der Muskeln 
wurde auf einer eisgekiihlten Glasplatte schnell mit der Schere zerkleinert 
und darauf in einem Kolben mit Wasser 1! /, Stunden bei 25° stehengelassen. 
Dann wurde eine entsprechende Menge einer 15°,igen Trichloressigsaure- 
lésung zugesetzt. Als Kontrolle diente eine in einer auf Eis gekiihlten 
Trichloressigsaurelésung zerriebene Muskelportion. In einigen Versuchen 
wurde noch eine dritte Portion genommen, diese wurde in fliissiger Luft 
gefroren und zerkleinert und kam darauf in Trichloressigsaure. Alle Portionen 
wurden iiber Nacht stehengelassen und darauf in gleicher Weise wie in 
den Versuchen mit traumatischer Spaltung der Adenosintriphosphorsaure 
hbearbeitet. 

Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle I] angefiihrt. 

Wie aus Spalte 4 ersichtlich ist, nimmt bei der Muskelbreiautolyse 
unter den erwahnten Bedingungen die Menge der Pyrophosphatfraktion 
(freies und gebundenes Pyrophosphat) bedeutend ab, gleichzeitig steigt 
die Menge des O-Phosphats (Spalte 3), jedoch in héherem Mabe, als durch 
die Spaltung der Pyrophosphatfraktion bestritten werden kann, demnach 
zerfallen dabei auch andere Phosphorverbindungen (Hexosephosphorsaure ). 
Aus den in Spalte 12 wiedergegebenen Befunden geht hervor, daB bei der 
Muskelbreiautolyse in Wasser vor allem das freie Pyrophosphat zerfallt, 





Tabelle IL. 








3 


Umsatz der Pyrophosphatfraktion im Muskel. 
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74 O. Feinschmidt u. M. Dmitrenko: 


auBerdem zertallt ein Teil des als Adenosintriphosphorséure gebundenen 
Pyrophosphats (Spalte 2). Der Vergleich des Pentosegehalts des ent- 
eiweiBten Extraktes (Spalte 6) aus den in fliissiger Luft zerriebenen Portionen 
und denjenigen, die in einer Trichloressigsaurelésung zerrieben wurden, 
ergibt, daB die traumatische Pentosebildung sogar beim Zerreiben det 
Muskeln in Trichloressigsaurel6sung nicht vollstandig gehemmt wird 

in den in Trichloressigsaure zerriebenen Muskeln wurde immer ein héhere: 


Pentosegehalt gefunden als in den in fliissiger Luft gofrorenen. Was die 


autolysierten Muskelportionen betrifft, so enthielten sie stets (auBer dem 
Versuch vom 15. IT.) etwas mehr Pentose als die in fliissiger Luft zerriebenen. 
jedoch ebensoviel, in einigen Versuchen sogar weniger als die in Trichlor 
essigsiurelésung zerriebenen. Es tritt also wahrend der Autolyse des 
Muskelbreies keine betrachtliche Bildung von Pentoseverbindungen ein 


Der Zerfall der Adenosintriphosphorsiiure beim Auftauen des gefrorenen 
Muskelbreies. 


Beim Auftauen der in fliissiger Luft gefrorenen Muskeln finden intensive 
Vorgange statt. So zerfallt dabei, nach den Befunden von Areps (5), ein 
betrachtlicher Teil der Kreatinphosphorsiure. In unseren Untersuchungen 
wandten wir Erfrieren und darautfolgendes Auftauen der Muskeln dazu 
an, um den Umsatz der Adenosintriphosphorsaure zu erforschen. 

Die Muskeln der hinteren Extremitaten der Frésche wurden in fliissige: 
Luft gofroren und zerkleinert, darauf wurden sie in ein Kélbchen geworfen. 
Dieses wurde in warmes Wasser gestellt, so da die Muskeln auftauten 
und eine Temperatur von 12° erreichten (in 10 bis 15 Minuten), daraut 
wurde schnell Trichloressigsaure zugegeben und tiber Nacht stehengelassem. 
Als Kontrolle diente eine zweite Portion der in fliissiger Luft zerklemerten 
Muskeln, zu der sogleich Trichloressigsaure zugesetzt wurde. Am niachsten 
Tage wurden beide Portionen in der gleichen Weise wie diejenigen der 
anderen Serien bearbeitet und dieselben Analysen ausgefiihrt. 


Die Ergebnisse dieser Versuchsserie sind in Tabelle IIL angefiihrt : 


Tabelle IIT. 


Auftauen von gefrorenen Muskeln. 





3 @ 5 6 7 8 9 0 F 12 
Eiweiffreier Extrakt RBa-Niederschlag 


> 








Datum 





Muskelportion 





jee ee Se Re 
11.11. Aufgetaut 109 2 166 46.7 99 2 116 Spuren 0 
Kontrolle 93 19 (178 43,5 86 19 (126 368 15 4 


15.11. Aufgetaut 102 3 167 40.0 96 Spuren 108 Spuren — 0 
Kontrolle 86 18 153 39,8 ae = aa is 

21.11. Aufgetaut 94 4 161 46.7 92 4 120 14,0 58) 0 
Kontrolle 87 19 158 385 82 19 (125 32,5 13,4 5.6 


25.11. Aufgetaut 82 6 143 37,3 &2 6 — 135 56 0 
Kontrolle 76 17. 143 37.3. 68 16 — 294 126 4 
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Umsatz der Pyrophosphatfraktion im Muskel. 7) 
Wie aus Spalte 4 dieser Tabelle ersichtlich, findet wahrend des Aut- 
tauens des Muskels eine betrachtliche Spaltung der Pyrophosphattraktion 
statt. Und zwar zerfallt dabei das ganze freie Pyrophosphat (Spalte 12), 
das gebundene Pyrophosphat zerfallt zum groBten Teil (Spalte 11). Gleich- 
zeitig steigt die Menge des O-Phosphats (Spalte 3), Jedoch in’ geringerem 
MaBe, als auf Grund des Schwundes des Pyrophosphats zu erwarten ist. 
Es findet demnach wahrscheinlich wahrend des Auftauens des gefrorenen 
Muskelpulvers die Bildung einer organischen Phosphorverbindung statt. 
Wie aus Spalte 6 ersichtlich, bleibt der Pentosegehalt des eiweibtreien 
Muskelextraktes beim Auttauen des Muskelpulvers unverandert oder wachst 
nur in sehr geringem MaBe an. Es findet demnach dabei keine merkbare 
Bildung einer Pentoseverbindung, wie sie beim Zerreiben der Muskeln in 
Wasser nachgewtesen wurde, statt. 


Zusammenfassung. 

1. Beim Zerreiben von Froschmuskeln in Wasser findet eine rasche 
Bildung einer Pentoseverbindung statt, die im enteiweiBten Trichlor- 
essigsiureextrakt nachweisbar ist und zum Teil durch Barium gefallt 
wird. 2. AuBerdem wurde cin teilweiser Schwund der Pyrophosphat- 
fraktionen nachgewiesen, vorwiegend auf Kosten des Zerfalls des freien 
Pyrophosphats. — 3. Beim Zerreiben der Muskeln in Trichloressigsiure- 
lésung findet ebenfalls cine, wenn auch geringere Bildung einer Pentose 
verbindung statt. Demnach wird die traumatische Pentosebildung 
unter den angewandten Versuchsbedingungen durch Trichloressigsdure 
nicht vollkommen gehemmt. 4. Bei der Autolvse von Muskelbrei 
in Wasser (1!, Stunden bei 25°) nimmt die Menge der Pyrophosphat- 
fraktion ab, und zwar zerfallt das freie Pyrophosphat und ein Teil des 
als Adenosintriphosphorsiiure gebundenen. — Gleichzeitig wachst der 
O-Phosphatgehalt an, und zwar mehr, als dem Schwund der Pyro- 
phosphatfraktion entspricht. Es zerfallen demnach dabei auch andere 
Phosphorverbindungen. 5. Beim Auftauen der in fliissiger Luft 
gefrorenen und zerkleinerten Muskeln zerfallt das vorhandene  freie 
Pyrophosphat und ein betrachtlicher Teil des als Adenosintriphosphor- 
siure gebundenen Pyrophosphats. Gleichzeitig nimmt die Menge des 
QO-Phosphats zu, jedoch in geringerem Mabe, als dem Schwund der 


Pyrophosphatfraktion entspricht. © Anscheinend wird unter den er- 
wahnten Versuchsbedingungen eine organische Phosphorverbindung ge- 
bildet. 
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Die Bedeutung der Gallensiure im Kohlenhydratstoffwechsel. 


XXVI. Mitteilung: 


Die Glykogenbildung der Leber bei splenektomierten Kaninchen unter dem 
Einflu’ von Adrenalin, Cholsiure und Milzextrakt. 


Von 
Keizo Fuziwara. 


(Aus dem biochemischen Institut Okayama und aus dem Zentralhospital 
Kurashiki, Japan.) 


(Eingegangen am 18. Juli 1935.) 


In der vorigen Mitteilung! habe ich berichtet, daB die Glykogen- 
bildung der Leber durch Splenektomie stark herabgesetzt wird und 
daB diese Herabsetzung mit der Wirkung der Cholséiure, des Adrenalins 
und des Milzhormons in innigem Zusammenhang steht. © Nunmehr 
wurde der EinfluB einer kleineren Menge von Adrenalin und des peroral 
verabreichten Milzextraktes zusammen mit Cholsaure auf die Glykogen- 
bildung der Leber von splenektomierten Kaninchen untersucht, weil 
nach Miki? eine kleinere Menge von Adrenalin und Cholsiure auf die 
Glykogenbildung der Leber bei splanchnikotomierten Kaninchen synergi- 
stisch férdernd wirkt und nach Marx? und Landa? die durch Splen- 
ektomie verminderte Zuckertoleranz durch perorale Zufuhr von Milz- 
extrakt wieder gesteigert werden soll. 


Experimenteller Teil. 
Die splenektomierten Kaninchen wurden in drei Gruppen geteilt: und 
alle 4 Tage lang in Hunger gehalten. Der ersten Gruppe wurden bald nach 
intravenéser Zufuhr von 2cem einer 50° igen) Glucoselésung 0,02 cem 


' Diese Zeitschr. 259. 203, 1933. 

> Ebenda 247, 445, 1932. 

3 Klin. Wochenschr. 1930, Nr. 9, S. 2058. 
* Wien. klin. Wochenschr. 45. 989, 1932. 
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einer O,1° igen Adrenalinchloridlésung pro WKilogramm subcutan injiziert. 
Der zweiten Gruppe wurden nach Zutuhr von Glucose 0,02 com einer 
O.1° igen Adrenalinchloridlésung und 2cem einer 1° oigen Cholatlosung 
pro WKilogramm hintereinander subcutan gegeben. Der dritten Gruppe. 
wurden nach Zutuhr von Zucker 20 com des Milzextraktes pro Kilogramm 
peroral mittels der Schlundsonde verabreicht. 3 Stunden nach der Zucker 
zutuhr wurde der Glykogengehalt der Leber in genau der gleichen Weise 
bestimmt. wie es in der vorigen Mitteilung angegeben war. 

Der Milzextrakt wurde in folgender Weise bere.tet: 500 9 aseptisch 
isolierte Rindermilz wurden mit Sand zu Brei verrieben, mit 2 Liter Wasser 
versetzt und gut durehgertihit. Dieses Gemisch wurde LO Stunden lang 
veschittelt, zentriftugiert und 12 Stunden im = Eisschrank stehengelassen. 
Die vom Sediment getrennte Lé6sung wurde durch kolloidales Eisen vom 
Kiweil} betreit. Diese schwach gelbliche klare Losung wurde zum Versuch 
verwendet. 

Die Resultate sind in den folgenden Tabellen L bis TLE zusammengetabt. 


Tabelle L. 





Kirpergewicht 


Lebergewicht Glykogengehalt 





Nr. vor dem nach dem Bemerkung 
Hunger Hunger 
£ £ e 
1 2185 1XSO 35.5 08582 
2 1970 1820 30.6 ODS856 
3 2170 1840) 34.0 0.7497 
4 1680 1485 35,2 0.8975 pe 
5 2259 1960 29.2 0.6332 und 
6 S40 1625 38.9 1.0289 Adrenalin 
7 1960 1725 36.2 0.7687 (0,02 com 
Ss 1910 1685 35.0 O.7578 
9 2190 1SS5 35.0 O.S8484 
10 2570 2280 48.9 0.9779 
Durehschnittlicher Wert: O.S1L06 


Tabelle Ul. 





Korperge wicht 


Lebergewicht Glykogengehalt 





~ |) oe) ee se 
£ g £ 

1 2090 1740 35.2 0.3342 

2 2185 L890 45.0 0.2899 

3 2040 1610 39,1 0.3891 

4 2270 1920 37.0 0,8484 Glucose, 
a) 2220 1685 34,5 0.2988 Adrenalin 
6 2335 1970 35.6 0.4263 a ae 
7 1960 1690 35.4 0.3939 Cholsiure 
5 2090 1825 35.5 0.7687 

9 1830 1549 31,2 0.3879 
10 PISS 1855 35.5 O.D855 


Durchsehnittlicher Wert: 0.4633 








7s K. Fuziwara: 


Tabelle III. 





Korpergewicht 





Lu or de ach de Lebergewicht Glykogengehalt 
Nr. + lng pochny Bemerkung 
£ £ g 0), 

1 2215 1990) 40.8 0.7001 

2 2000 1725 35,4 0,7294 

g 2285 2025 33.4 0.5409 

4 2180 1940 34,5 0.6394 Giuaoan 
5 2380 1845 43.8 1.3407 und 

6 2035 1670 31,9 0.5614 Milzextrakt 
4 2085 1630 36,5 0,5949 ig Rial 
S 2090 1990 33.5 0.7161 

sa] 1920 1570 30,5 0.7811 
10 1950 1685 34.8 0.8405 

Durehschnittlicher Wert: 0.7445 


1. Zufuhr von Glucose mit einer kleinen Menge von Adrenalin bei splenekto. 


mierten Kaninchen, 


Bei splenektomierten Kaninchen ist die Glykogenbildung der Leber 


aus Glucose bei Zufuhr einer kleineren Menge im Vergleich zu der bei 
Zufuhr einer gréBeren Menge vermehrt (vgl. Tabelle VI in der Mitt. XXV). 
Diese die Glykogenbildung férdernde Wirkung der kleineren Menge von 
Adrenalin beruht héchstwahrscheinlich auf der durch die Splenektomie 
vermehrten Gallensdiurebildung!, die eine Herabsetzung des sympathi- 
schen Tonus zur Folge haben soll. 


2. Zufuhr von Glucose mit einer kleinen Menge von Adrenalin und Cholsdure 


bei splenektomierten Kaninchen. 


Bei splenektomierten Kaninchen wird die die Glykogenbildung der 

Leber férdernde Wirkung einer kleineren Menge von Adrenalin durch 

Mitzufuhr von Cholsaure herabgesetzt, wie in Tabelle IT angegeben ist. 

Diese herabgesetzte Glykogenbildung der Leber bei Zufuhr einer 

kleineren Menge Adrenalin mit Cholsiure scheint auch auf der durch 

die Splenektomie sowie durch die Wirkung der zugefiihrten Cholsaure 

vermehrten Gallensdurebildung in der Leber zu beruhen, was damit 

iibereinstimmt, daB die Zufuhr einer gréBeren Menge Cholsdure die 

| alimentare Hyperglykamie verstarkt? und die weitere Mitzufuhr einer 

4 kleineren Menge Adrenalin auf die Glykogenie der Leber herabsetzend 
| wirkt®. 


' T. Tanaka, J. of Biochem. 18, Nr. 1, 1933. 
2K. Tsuji, J. of Biochem. 12, 139, 1930. 
3 7. Kuramoto, noch nicht publiziert. 
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3. Zufuhr von Glucose und Milzextrakt, 
Bei diesen Versuchen wurden die splenektomierten Kaninchen mit 
20 com Milzextrakt pro Kilogramm peroral gefiittert. Dann wurde 
die Glykogenbildung der Leber aus Glucose beobachtet. Aus der 
labelle LIT erhellt, daB die herabgesetzte Glykogenbildung der Leber 
ius Glucose bei splenektomierten Kaninchen auch durch die perorale 
Zufuhr von Milzextrakt des Rindes wieder gesteigert wird. 


Zusammenfassung. 

1. Die Glykogenbildung der Leber aus Glucose wird bei splenekto- 
mierten Kaninchen durch Zufuhr einer kleineren Menge von Adrenalin 
gesteigert: diese Steigerung wird aber durch Mitzufuhr von Cholsdure 
herabgesetzt. 

2. Die Glykogenbildung der Leber aus Glucose wird bei splenekto- 
mierten Kaninchen durch die perorale Zufuhr von Milzextrakt des 
Rindes gesteigert. 

Zum SchluB méchte ich Herrn Dr. Wada, Direktor der padiatrischen 


Klin'k des Zentralhospitals zu Kurashiki, fiir seine freundliche Leitung 
und Anregung bei dieser Arbeit meinen herzlichsten Dank aussprechen. 








Die Bedeutung der Gallensiure im Kohlenhydratstoffwechsel. 


XXVIII. Mitteilung: 


Glykogenbildung der Leber durch Gallensiure bei Kastration. 


Von 
Hiroshi Takata. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut Okayama, Japan. 


(Einge qongen am 18. Juli 19233. ) 


Um den Zusammenhang zwischen der Wirkung der Gallensaure 
und der des Hormons aus Hoden oder Ovarium im Kohlenhydrat- 
stoffwechsel klarzustellen, wurde der Glykogengehalt der Leber von 
kastrierten Kaninchen unter Zufuhr von Cholsdure untersucht. Das 
Wesen der Hormonwirkung von Hoden oder Ovarium besteht. was 
heute allgemein anerkannt ist. in einer Steigerung der Zuckertoleranz 
im Organismus. Das wurde von vielen Autoren, wie Tsubura', 
B. Zondek? usw. bewiesen. 


Experimenteller Teil. 


Zum Versuch wurden geschlechtsreife Kaninchen verwendet, dene 
man Hoden oder Ovarium in der iblichen Weise entfernt hatte. Erst nach- 
dem die Kaninchen sich von der Operationswunde erholt hatten und thre 
FreBlust wiedergekommen war, wurden sie zum Versuch verwendet. [0 bis 
17 Tage nach der Kastration lie} man die Tiere 4 Tage lang hungern und 
verabreichte ihnen dann Je 3g d-Glucose ohne oder mit 0.3 g Cholsaure 
pro Kilogramm Korpergewicht per os. 5 Stunden nach der Zutuhr det 
(elucose wurden die Kaninchen mittels Nackenschlages getOtet und det 
Glykogengehalt der schnell herausgeholten und gewogenen Leber nach 
Iwasaki und Mort und Bertrand bestimmt. Als Kontrolle wurde der 
Glykogengehalt der Leber normaler Kaninchen unter peroraler Zufuhr von 
3g d-Glucose ohne oder mit 0.3 g Cholsaure pro Kilogramm NKorpergewicht 
nach derselben Methode bestimmt. Die Resultate sind in den folgenden 
Tabellen L bis VIEL zusammengestellt. 


' Diese Zeitschr. 148, 291, 1923. 


»- 


* Hormone des Ovariums und Hypophysenvorderlappens. 9S. 27 
Aufl. 1931. 
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] Zutukr on Glucose ohne oder mit ¢ holsaure he normale rrrananlichesy 
Kaninchen 

Aus den Tabellen I] und II 1a8t sich ersehen, daB die Glykogen- 

bildung der Leber von mannlichen Kaninchen aus Glucose durch Ver- 

abreichung von Cholsaure durchschnittlich um 16.4 gesteigert wird 


wie Fuzita! in seinem Versuch bewiesen hat 








Nr . Lebergewict ( koge rkung 
H 
1 1S 1460 31.5 2 369 
2 1900 1500 27,2 2.915 
i 1850 1600 36.5 9.190 
4 1830 1709 27.6 2,378 “Guascosiionag 
5 1750 1500 33.2 2 521 pro Kilogramm 
6 1900 1750 32.2 2 690 
7 1700 1550 37.8 9 534 
ire x 1990 1700 41.0 9877 





at 


= Tabelle II. 











as 
yas Korpergewicht in g 
: Nr : “tre 7 SE Lebergewicht Glvkoger Bemerkunger 
nz lem = at 
ger Hunge g 
=i 
i 1700 1530 32.8 3.59 
2 210 1870 31.5 3.428 
3 183 1650 31.9 2.518 : ger 
er 4 2209 2150 35,2 3.371 gry 
h ) 9145 20 42.5 2 8G0) Na-Ct sung 
ire ¢ 230 1700 C3 3.454 - 
IS 7 9120 1989 43,2 2 94? 
nd s 2120 1900 41J 2.758 
ire 
ler _ ‘ 
) , b Zutuhr m Glucose ole oder mit Cholsaure on orcheotomicrten Kay } 
= 
ch Die Glvkogenbildung der Leber aus Glucose sowie die die G]yvkogens 
er é : “..% , . : ‘ 
I in der Leber fordernde Wirkung der Cholsaure werden durch die Orchees 
on 
ht tomie herabgesetzt. wie aus den Tabellen ITI und IV ersichtlich ist 
on Diese Herabsetzung tritt bei der letzteren viel starker auf als bei det 
ersteren. Doch fordert die Cholsaure noch die Glykogenbildung der 


+ ber ron ore } eoromierte! € nincher 
4 i ii rel t lid il ATTIC TIT 

















S2 H. Takata: 
Tabelle ITIL. 
Tage Korpergewicht in g te 
2 psc wed "vor dem nach dem gewicht Glykogen Bemerkungen 
_ . Hunger Hunger g 0 
1 14 1980 1600 39.5 2.065 
2 14 2260 1859 39,3 2,176 
3 14 2150 1500 34.7 2.491 
4 14 1980 1700 39,5 2,065 10 ccm 30° ciger 
ilucoselosung 
5 18 2150 1750 23.6 1,945 pro Kilogramm. 
6 15 2259 1900 36,0 1,944 
< 20 2050 1950 38.4 2,373 
8 20 1800 1460 31.5 2.369 
Tabelle IV. 
Tage Kirpergewicht in g Leber 
Nr nach der ~~ gE ge ago rewi +} Glykogen Bemerkungen 
fbr: vor dem nach dem gewicht yx08 & 
Operation Hunger Hunger g 0 
1 14 2550 2100 40,1 2.218 
2 14 2159 1800 34,7 2.491 
3 14 2000 1650 29.7 2.963 lO cem 30° oiger 
4 14 2400 2200 44.3 2,220 Glucoselosung 
fa ; : pr und l0cem 3° ciger 
2 18 2200 2100 41,0 2.399 Na-Cholatlosung 
6 18 2240 2000 39,5 2.253 etiam 
7 21 2509 2400 47,5 2,390 
8 21 1909 1550 49,7 2,378 





3. Zufuhr von Glucose ohne oder mit Cholsdure bei normalen weiblichen 
Kaninchen. 


Aus den Tabellen V und VI erhellt, daB die Glykogenbildung der 
Leber von weiblichen Kaninchen aus Glucose auch durch die Zufuht 
von Cholséure durchschnittlich um 14,4°, gesteigert wird. 


Tabelle V. 
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1710 
25 
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1570 
1400 
2240 
1590 
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1680 
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Tabelle VL. 
Kirpergewicht in g 
Nr. ar ae 7a Lebergewicht Glykogen Bemerkungen 
Hunger Hunger rg 05 
1 2430 2150 43,0 2,285 
2 1600 1500 28,7 2,983 
3 1800 1650 38,5 2.685 10 cem 36° iger 
4 1950 1720 35.5 3,184 Glucoselésung 
bs ( 7 ‘ : und l0cem 3° oiger 
er vo 1900 1680 34,0 3,650 Na-Cholatlosung 
z 6 2100 1970 42.6 3.231 pro Kilogramm. 
we 7 2559 2400 49.5 3.546 
8 1850 1650 421 3,809 
4, Zufuhr von Glucose ohne oder mit Cholsdure bei ovariotomierten Kaninchen, 
Die Tabellen VII und VIII zeigen, daB die Glykogenbildung der 
Leber aus Glucose und die die Glykogenie in der Leber férdernde 
Wirkung der Cholsiure durch die Ovariotomie herabgesetzt werden, 
genau wie es bei der Orecheotomie der Fall war. Doch wirkt die Chol- 
siure auf die Glykogenbildung der Leber von ovariotomierten Kaninchen 
noch férdernd. Die Glykogenie aus Glucose in der Leber sowie die 
diese férdernde Wirkung der Cholsdure tritt bei den ovariotomierten 
Kaninchen viel deutlicher auf als bei den orcheotomierten Kaninchen. 
r 
“a Tabelle VII. 
Tage ||_Kerpergowicht Ing | Leber. | 
Nr nach der ) yor dem nach dem SeWicht Glykogen Bemerkungen 
Operation Hunger Hunger g 0), 
1 14 2400 2150 32,5 2,253 
2 15 1950 1650 34,2 1,904 
3 15 2450 2000 39.9 2.108 hea 
pal 9 taties ¢ - 9 Oe QOcem 30 iger 
r 4 \/ 2350 1750 36,5 po Glucoselisung 
a 1% 2000 1700 40,8 2,056 pro Kilogramm. 
ir 6 20 2100 1650 30,6 2,265 
7 20 1770 1500 29,1 1,911 
8 20 1830 1750 28,7 2,018 
~ Tabelle VIII. 
Tego |,_Seepergowks 2 ¢ Leber- ; 
Nr. nach der vor dem nach dem gewicht Glykogen Bemerkungen 
Operation Hunger Hunger g 0 
1 14 1750 1400 29,1 2,589 
2 14 1900 1500 33.4 2,187 
3 16 1760 1530 37,0 2,662 10 cem 30 y 
4 16 1870 1500 31.5 2691 + ened ns 
5 16 2240) 1600 37.5 2.497 und 10cem 3° ciger 
6 18 2050 1500 37.5 2,178 a 
7 18 2080 2009 45.5 2,659 silt tesa 
8 21 1950 1570 35,6 2,222 
9 21 1710 1400 33.5 2,722 
6* 











s+ H. Takata. 


Die oben angegebenen Ergebnisse stimmen gut iiberein mit denen 
von Chikamori! und Yuuki?, daB die durch Orcheotomie oder Ovario- 
tomie vermehrte alimentaire Glykosurie durch Zufuhr von Cholsiaure 
herabgesetzt wird. 

Zusammenfassung. 

1. Die Glykogenbildung der Leber aus Glucose sowie die diese 
fordernde Wirkung der Cholsiure wird durch Kastration herabgesetzt : 
diese Herabsetzung tritt bei der Ovariotomie viel starker auf als bei 
der Orcheotomie. 

2. Die durch Kastration herabgesetzte Glykogenbildung der Leber 
wird durch perorale Zufuhr von Cholsiure noch geférdert. 

3. Aus den Ergebnissen geht hervor, daB die die Glykogenbildung 
der Leber férdernde Wirkung der Cholsiure mit der Funktion der 
Keimdriise eng verkniipft ist. 


? Okayama Igakkai Zasshi, 45. Jahrg., 943, 1933. 
2 J. of Biochem. 18, Nr. 1, 1933. 
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Kolorimetrische Calciumbestimmung iiber das Pikrolonat. 


Von 
F. Alten, H. Weiland und E. Knippenberg. 


(Arbeiten aus der landwirtschaftlichen Versuchsstation Lichterfelde. ) 


(Eingegangen am 18. Juli 1933.) 


Um fiir biologische und physiologische Zwecke Ca unterhalb des 
Erfassungsbereichs der maBanalytischen Oxalatmethode, d.h. unter 
200 » Ca pro Kubikzentimeter, bestimmen zu kénnen, wurden die nephelo- 
metrischen Methoden von P. Rona und H. Kleinmann' und F. Feigl 
und F. Pavelka®* nachgepriift. Die ersteren verwenden Natrium- 
sulforicinat als Fallungsreagens und geben eine Bestimmungsgrenze von 
40 bis 400 y Ca in 25cem Volumen an. Um festzustellen, ob die Werte 
reproduzierbar sind, wurde folgende Versuchsreihe angesetzt. 

1. Bei gleichbleibender Konzentration (150 7 Ca in 25cem = End- 
volumen) wurde von fiinf Ansatzen die relative Triibung mit dem Zeissschen 
Nephelometer gegen die Vergleichshelligkeit 4 und unter Anwendung des 
Farbfilters L IL gemessen. 





1. Ansatz 2. Ansatz 3. Ansatz 4. Ansatz 5. Ansatz 
Relative Tribung 96 85 67 99 115 


2. Es wurden drei Serien mit steigender Konzentration (40 bis 350 7 Ca 
in 25cem Endvolumen) angesetzt. Bei «wei Serien wurde die bekannte 
Ca-Lésung vor der Zugabe des Reagenses schwach ammoniakalisch gemacht, 
bei der dritten Standardlésung lag der py-Wert vor der Zugabe zwischen 
5 und 6: Relative Triibung gemessen im Nephelometer von Zeiss, Ver- 
gleichshelligkeit 4, Filter L II. 


Diese Zeitschr. 187, 157, 1923. 
2 Mikrochem. 2, 85, 1924. 


3 Leonia Kriss, diese Zeitschr. 158, 203, 1925; 162, 359, 1925. 








86 F. Alten, H. Weiland u. E. Knippenberg: 





y Ca in 25eem 


Relative Triibung 


in schwach NH, -alkalischer Lisung 


Relative Triibung in 
sehwach salzsaurer 


Lisung 
40 - 5d 
60 25 28 66 
sv 50 38 940 
100 74 68 75 
150 112 95 55 
209 — 85 
250 125 115 102 
300 135 60 150 
350 $2 105 300 


Die angefiihrten Zahlen zeigen, daB die Methode keine einwand- 
freien Resultate zu liefern vermag. 

Feigl und Pavelka benutzen als Fallungsreagens Ammoniumferro- 
cyanid. Da gleichzeitig mit Ca auch Mg bestimmt wird, muB letzteres 
nach einer anderen Methode gesondert bestimmt und abgezogen werden. 
Ks sollen, bei Anwendung von 5 ccm Lésung, noch Lésungen bestimmbar 
sein, die etwa n/2000 an Ca 
zierbarkeit iiberpriift: 


Mg sind. Auch hier wurde die Reprodu- 


Fiinf Serien mit zunehmender Konzentration (von 10 bis 200 7 Ca 
in 5 ccm) wurden angesetzt und die mit Ammoniumferrocyanid hergestellte 
Tribung im Nephelometer von Zeiss gemessen: Relative Triibung gegen 
Vergleichshelligkeit 4, Filter L II: 





y Ca 1 2 3 a 5 
10 17 42 45 28 47 
29 61 75 72 56 83 
40 128 138 117 121 130 
50 172 140 195 168 250 
: 100 302 350 342 259 366 
200 694 763 667 690 724 


Wie die Tabelle zeigt, sind die Schwankungen der 


 Triibungswerte 


zu groB, um mit Hilfe der Methode von Feigl-Pavelka eine exakte Ca- 
Bestimmung durchfiihren zu kénnen. 

Da nach den oben angefiihrten Versuchsresultaten die Methoden 
von Rona und Kleinmann und Feigl und Pavelka nicht zu befriedigenden 
Ergebnissen fiihrten, versuchten wir, das gute Fallungsvermégen von 
Pikrolonsiure fiir Kalk!, das Dworzak und Reich-Rohrwig? fir eine 
gravimetrische Ca-Bestimmungsmethode anwenden, als Grundlage einer 
nephelometrischen oder kolorimetrischen Ca-Bestimmungsmethode zu 
benutzen. 


' Mikrochem. 1, 25, 1923. 
* Zeitschr. f. analyt. Chem. 86, 98. 
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Kolorimetrische Calciumbestimmung tiber das Pikrolonat. S7 


Dworzak und Reich-Rohrwig bestimmen als untere Grenze noch etwa 
257 Ca in 2eem Losung mikrogravimetrisch. Schiedewitz! bestimmt die 
Pikrolonsaure in’ Pikrolonaten gravimetrisch durch Uberfiihren in’ das 
Acridinsalz. Das Acridinpikrolonat hat den Vortei] geringer Loslichkeit 
und eimes hohen Molekulargewichtes. 


Wir fanden, daB auch sehr verdiinnte Pikrolonséurelésungen mit 
Bromwasser eine Triibung geben, die jedoch nephelometrisch nicht 


auszuwerten ist. Beim Alkalisieren mit Natronlauge list sich die 
Triibung mit blutroter Farbe, wenn iiberschiissiges Bromwasser zuvor 


entfernt wurde. Bei Einhaltung unserer Arbeitsvorschrift ist die Rot- 
farbung im Dunkeln wenigstens 48 Stunden bestandig, und die Farb- 
tiefe ist dem Pikrolonsiuregehalt annihernd proportional. Da der 
Farbton zwischen rot und gelbrot schwankt, ist fiir kolorimetrische 
Messungen ein gelbgriines Filter mit dem Schwerpunkt bei 530 mu 
zu verwenden, da sich hierbei die Verschiebung des Farbtones nicht 
bemerkbar macht. Die Anfarbung der Pikrolonsiurelésungen wird 
zweckmabig wie folgt vorgenommen: 


Die Pikrolonsiurelésung, entsprechend 20 bis 1507 Ca, wird in ein 
50-cem-MeBk6!bchen gebracht und nach Zusatz von leem gesattigtem Brom- 
wasser 10 Minuten auf dem Wasserbad erwarmt. Dann wird 10 cem Alkoho! 
zugegeben und nach halbstiindigem langsamem Abkiihlen mit 2cem 2n 
NaOH versetzt. Die Farblésungen bleiben zweckmaBig iiber Nacht vor 
Helligkeit geschiitzt stehen und werden erst dann kolorimetriert. 

Die Fallung des Caletums wurde in lecem Versuchslésung mit 3 com 
gesattigter Pikrolonsaurelésung vorgenommen. Je 20, 40, 60, 80° und 
100 + Ca in Leem wurden mit Pikrolonséure gefallt und das Ca-Pikrolonat 
wie oben beschrieben angefarbt. Die Extinktionen in folgender Tabelle (1) 
wurden nach | Stunde gemessen. Nach 24 und 48 Stunden wiederholte 
Messungen ergaben eine durchsehnittliche Zunahme der Extinktionen um 





12°. bei einer gré8ten Abweichung der Parallelmessungen unter l 
y Ca Extinktion I Extinktion IT Extinktion III Mittel 
20) 0.097 0.088 0.092 0.092 
40) 0.237 0.230 0,227 0.231 
60 0.355 0.380 0.565 O.565 
8) 0,560 0.559 0,555 0.555 
100 0,735 0.690 0,754 0.726 


Caleiumfallungen in Lésungen, die auBerdem Mg. K, Na und NH, 
im Verhaltnis Ca: Mg: K: Na: NH, 1:2:5:2: 5 enthielten, bestatigten 
die Angaben von Dworzak und Reich-Rohrwig, wonach diese lonen, auch 
Mg im angegebenen Verhaltnis nicht stéren. 


Es wurde gefunden: Gem. mit Zeiss-Stupho, Filter 530 mu. 


' Schiedeuitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 214. 177, 1933. 
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y Ca + Zusatz 


in obigem Extinktion I Extinktion IT Extinktion HI Mittel 
Verhaltnis 
20 0,087 0,090 0.088 0.088 
60 0,380 0,370 0,375 0,375 
100 0,684 0,705 0,690 0,693 


Weiter wurde gefunden, dab Fe” und Al” vor der Calciumtallung 
entfernt bzw. in Lésung gehalten werden miissen. Ca-Lésungen mit den 
oben erwahnten Zusitzen und Fe”, Al” und PO, im Verhaltnis Ca: Mg 
:K: Na: Al: PO; 1:2:5:2:2:2:2 wurden mit Natronlauge gegen 
Methylorange (zwiebelbraun) neutralisiert und filtriert; geringe Mengen 
in Lésung gebliebenes Fe” und Al” wurden durch Zugabe einiger Tropfen 
10°. iger Sulfosalicylséure in Lésung gehalten. Die Resultate in Tabelle IT] 
zeigen, daB die Parallelbestimmungen etwas starker streuen, dal sie sich 
aber im Mittel mit den in reinen Ca-Lésungen erhaltenen Befunden decken. 








y Ca + Zusatz 
in obigem Extinktion I Extinktion II Extinktion III Mittel 
Verhaltnis 


20 0,080 0,094 0,092 0.091 
60 0,415 0,347 0.368 0.377 
100 0,780 0,755 0,698 0,744 


Arbeitsvorschrift. 

Nach unseren Erfahrungen gestaltet sich die Ca-Bestimmung wie folgt : 
Benétigte Reagenzien : 

1. 2n Natronlauge, 

2. Pikrolonséurelésung: 

2.64 g¢ Pikrolonsiure Kahlbaum ,,f. wissenschattl. Zwecke* 00 Mol 
werden mit 1 Liter Wasser auf dem Wasserbad erwarmt, iiber Nacht ab- 
kithlen gelassen und filtriert. Die Lésung ist ungefihr n/100. 

3. Gesittigtes Bromwasser. 

Die zu untersuchenden Lésungen diirfen nur ganz schwach sauer 
sein; tiberschiissige Siaiure ist nétigenfalls durch Abdampfen zu entfernen. 
5eceam der zu untersuchenden Lésung werden in einem 10 ccm MeBkolben 
mit NaOH gegen Methylorange neutralisiert, mit einigen Tropfen 10° iger 
Sulfosalicylséure versetzt und auf 10 cem gebracht. 1 bis 2 cem der filtrierten 
Lésung werden in ein Zentrifugenglaschen von 12mm _ lichter Weite 
pipettiert, mit der dreifachen Menge eisgekiihlter Pikrolonsaéurelésung 
versetzt und unter stiindlichem Umschiitteln 4 Stunden in eisgekiihltem 
Wasser stehengelassen. Dann filtriert man mit einem Mikroporzellanfilter- 
stabchen B II die Fliissigkeit ab; bei schleimiger Beschaffenheit des Nieder- 
schlags empfiehlt es sich, das Filterstaébchen schrig einzufiihren und nur 
die halbe Filterflache zu benetzen, da bei dieser Arbeitsweise das Filter 
nicht verstopft. Die noch anhaftende Pikrolonséurelésung wird durch 
dreimaliges Waschen mit wasserfreiem Ather entfernt, dann der Nieder- 
schlag mit soviel heiBem Wasser iibergossen, daB das Filterstabchen noch 
bedeckt ist, darauf die Calciumpikrolonatlésung in ein 50-cem-K6élbchen 
gesaugt und FallungsgefaB und Filterstabchen nochmals mit heiBem Wasser 
nachgewaschen. Die Anfarbung der Ca-Pikrolonatlésung geschieht dann 
wie oben angegeben. 
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Zusammenfassung. 


Die nephelometrischen Kalkbestimmungsmethoden nach Rona- 
Kleinmann und Feigl-Pavelka ergaben bei ungeniigender Reproduzier- 
barkeit zu groBe Differenzen. 

Es wurde eine kolorimetrische Bestimmungsmethode fiir Pikrolon- 
siure ausgearbeitet, die es erméglicht, Ca tiber das Calciumpikrolonat 
von 20 bis 150 y Ca in 1 eem Lésung bei Gegenwart von Fe, Al, Mg, 
Na, K, NH, und PO, quantitativ zu bestimmen. 

Es wird eine genaue Arbeitsvorschrift fiir die Fallung des Ca mit 
Pikrolonsaure und fiir die Anfarbung der Pikrolonsdure fir kolori- 


metrische Zwecke angegeben. 





Uber Atmung und Girung von Milchsiurebakterien. 


Von 
John G. Davis (Reading)!. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir medi- 


zinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 19, Juli 19335.) 
Mit 4 Abbildungen im Text 


Das Atmungssystem der Milchsiurebakterien, insbesondere des 
Bacterium Delbriickii (Bacillus acidificans longissimus), das bereits 
in einer Alteren Arbeit untersucht wurde?, bietet ein besonderes 
Interesse, weil die Atmung hier, ebenso wie im Hefemazerationssaft®, 
durch Blauséure nicht gehemmt wird und ebenso wie diese durch 
Methylenblau auf etwa das Vierfache gesteigert wird. Ferner ist sie. 
nach einem Befund von Bertho und Gliick4, mit einer Anhaufung von 
Wasserstoffsuperoxyd verbunden. Die Autoren finden dabei die Bilanz- 
gleichung: C,H,,0, + 6 H,O + 12 0, = 6 CO, + 12 H,O, einigermaBen 
genau verwirklicht, indem die Halfte des aufgenommenen Sauerstoffs 
zur Bildung von Peroxyd, die andere Halfte zur Bildung von Kohlen- 
siure dient. Auch erweist sich das Bakterium frei von Katalase. Das 
ganze Verhalten spricht dafiir, daB die Bakterien nicht das hamin- 
haltige Atmungsferment von O. Warburg, sondern nur ein haminfreies 
nach der Art des von O. Warburg und Christian® beschriebenen gelben 
Atmungsferments besitzen. 

Auf Vorschlag von Herrn O. Meyerhof untersuchte ich eine Reihe 
verschiedener Milchsiurebakterien auf ihr Atmungs- und Garungs- 


' Fellow der Rockefeller Foundation. 

2 O. Meyerhof u. P. Finkle, Chem. d. Zelle u. Gewebe 12, 157, 1925. 

3 O. Meyerhof, Piliigers Arch. 170, 367 u. 428, 1918. 

4 Liebigs Ann. d. Chem. 494, 159, 1932. 

5 Diese Zeitschr. 254, 438, 1932. Wie soeben, nach AbschluB meiner 
Versuche, von O. Warburg und W. Christian beschrieben wurde, laBt sich 


in der Tat in Bacterium Delbriickii das gelbe Atmungsferment — und 
nur dieses — spektroskopisch nachweisen. Diese Zeitschr. 260, 499, 1933. 
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Atmung und Garung von Milchsaurebakterien. 9] 


system, wobei die Aufgabe bestand, nicht nur gewisse Unterschiede 
zu klaren, die zwischen den Befunden von O. Meyerhof und P. Finkl 
einerseits und Bertho und Glick andererseits bestanden, sondern fest- 
zustellen, ob die verschiedenen Milchsaurebakterien hinsichtlich der 
Steigerung der Atmung mit Methylenblau, der Anhaufung von Wasser- 
stoffsuperoxyd, der Nichthemmbarkeit durch Blausaure und schlieBlich 
der Oxydation und Vergarung des Zuckers und der Zuckerspaltprodukte 
wesentliche Unterschiede aufweisen und ob sich dabei bestimmte Be- 
ziehungen zwischen den verschiedenen Eigenschaften ergeben. 


In der Tat wiesen selbst Bakterien unter dem gleichen Namen 
(Bacterium Delbriickii oder cereale) groBe Unterschiede in’ ihrem 
Atmungssystem auf. Im ganzen wurden folgende Bakterienarten 
untersucht: Bacterium Delbriickii vom Institut fiir Garungsgewerbe, 
Berlin, sog. Bacterium cereale (im allgemeinen synonym mit Bacterium 
Delbriickii) vom Milchwirtschaftlichen Institut Kiel; Bacterium casei 
(aus englischem Kase); Bacterium acidophilus und Bacterium bulga- 
ricum (Handelsstimme). In dieser Arbeit sind nur die Versuche mit 
Bacterium Delbriickii aus dem Institut fiir Garungsgewerbe und ein 
unter gleichem Namen bezogenes, hier als Bacterium cereale bezeichnetes 
von Professor Henneberg in Kiel! untersucht. Wahrend der Stoffwechsel 
des erstgenannten mit dem aus der Arbeit von O. Meyerhof und P. Finkle 
weitgehend iibereinstimmt, besitzt der aus Kiel bezogene Stamm 
einen ganz anderen Stoffwechseltypus. 


Methodik. 


Das Bacterium Delbriickii wurde in 10° ,iger MalzlSsung. die mit 
Leitungswasser hergestellt war. geziichtet. Die Malzlésung wurde vorher 
3 Stunden bei 50° gehalten, bis alle Starke hydrolysiert war, Kalk zu- 
gegeben und 30 bis 60 Minuten bei 110° sterilisiert. Der Malzniederschlag 
wurde nicht entfernt. Die Bakterien wurden 16 bis 48 Stunden bei 38° 
gehalten und dann fiir die Versuche verwendet. Dazu wurde die Nahr- 
suspension kraftig aufgeschiittelt. zunachst schwach zentrifugiert, die 
iiberstehende Lésung abgenommen und diese 15 Minuten lang = schart 
zentrifugiert, so da die Bakterien einen weiben Niederschlag auf dem 
Boden des GefaéBes bilden. Sie wurden dann entweder mit frischer Malz- 
lésung aufgeschiittelt oder auch mit Phosphatsalzlésung. Diese hatte die 
folgende Zusammensetzung in Prozenten: KH,PO, 0,364; Na,gH PO, 0.054 
(Gemisch pH 6); NaCl 0.414; CaSO, 0,05; MgSO, 0.005; FeSO, 0.002. 

Wenn der EjinfluB verschiedener Nahrsubstrate untersucht werden 
sollte. wurden die Bakterien in der Salzlésung noch einmal zentrifugiert 
und dann unter Zusatz der zu untersuchenden Substanzen mit der Versuchs- 
lésung aufgeschiittelt. Gelegentlich wurden sie auch noch einmal gewaschen, 


' Herrn Professor Henneberg danken wir fiir die Uberlassung der 


Reinkultur. 





9? J. G. Davis: 


um alle Reste der Kulturfliissigkeit zu entfernen. Jedoch schadigt mehr 
maliges Waschen auf der Zentrifuge die Bakterien erheblich. wahrem 
das einmalige Zentrifugieren und Suspendieren in frischer Lésung fast 
inditterent ist. Die Versuche fanden alle bei einer Reaktion von py 6 stat? 
bei 36°. 

Die manometrischen Messungen geschahen nach den Vorschrifter 
von O. Warburg'. Das Trockengewicht wurde bestimmt. indem die Bakterien 
mit etwas HCl angesduert und dann in tarierten Claschen einmal mit 
destilliertem Wasser aut der Zentrifuge (15000 Touren) gewaschen und 
nach Trocknen bis zur Gewichtskonstanz auf der Mikrowaage gewogen 
wurden. 

Die Titration des Wasserstoffsuperoxyds geschah mit n 100 Thio- 
sulfat*. Die Berechnung ist auf Kubikmillimeter Sauerstoff, entsprechend 
der abspaltbaren Menge O, vorgenommen. 


Bacterium Delbriickii. 


Der hier benutzte Bakterienstamm verhalt sich genau, wie friiher 
beschrieben, und besitzt auch die von Bertho und Gliick entdeckte 
Fahigkeit zur Bildung von Wasserstoffsuperoxyd. Die Bakterien 
besitzen keine Katalase. 

In der Tat ergibt sich in kiirzeren Versuchszeiten ein respiratorischer 
Quotient von 0.5. Wie bereits von Bertho und Glick angenommen 
wurde, muB der héhere Wert, der seinerzeit in unserem Institut ge- 
funden wurde, auf die erheblich langere Versuchszeit bezogen werden, 
die zu einer allmahlichen Zersetzung von Wasserstoffsuperoxyd fiihrt. 

DaB es die Bildung von H,O, ist, wodurch der Sauerstoff das 
Wachstum der Bakterien schadigt, ersieht man durch Zugabe von 
Katalase. In dieser Beziehung verhalten sich die Milchsiurebakterien wie 
nach Mec Leod und Gordon die Pneumococcen- und gewisse Streptococcen- 
stimme?*. In Gegenwart von Katalase sinkt namlich die Atmung nicht 
wie sonst im Laufe einer Stunde ab, sondern umgekehrt steigt infolge des 
Wachstums der Sauerstoffverbrauch an, falls die Katalase ausreicht, 
das ganze Wasserstoffsuperoxyd zu zerstéren. Dabei ist die Atmung 
zunachst kleiner als ohne Katalase, weil ja die im Wasserstoffsuperoxyd 
gebundene Halfte des Sauerstoffs wieder frei gemacht wird. Da8 der 
Abfall der Atmung durch das Wasserstoffsuperoxyd geschieht, kann 
man auch direkt durch Zusatz kleiner Mengen desselben zu frischen 
Bakterien nachweisen. Bereits 0,05°, hemmt die Atmung gegen 90 °,. 


Die Schadigung durch Wasserstoffsuperoxyd ist irreversibel, 
infolgedessen hat Katalase nur dann eine oxydationssteigernde Wirkung, 


' Stoffwechsel der Tumoren. Berlin, Springer, 1926. 
* Classen, MaBanalyse, S. 578. 
3 Biochem. J. 16, 499, 1922. 
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wenn sie von vornherein zu den Bakterien zugesetzt wird. Ist die 
\tmung schon auf die Halfte abgefallen, so nutzt Zusatz von Katalase 
nichts mehr (s. die Abb. 1 und 2). 

Der Qo,-Wert der unbeeinfluBten Atmung in Zuckerlésung betragt 
20 bis 50. Dabei ist der respiratorische Quotient, entsprechend den 
Angaben von Bertho und Glick, in kurzer Zeit 0,5 bis 0,6; mit Methylen- 
blau dagegen meist etwas héher (etwa 0,7). Die angesammelte Menge 
Wasserstoffsuperoxyd entspricht etwa der Differenz des respiratorischen 
Quotienten gegeniiber einem Wert von 1,0. 
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Abb. 1. Abb. 2. 
Atmung von Bacterium Delbriickii bei Atmung mit Katalase. 
Zusatz yon Katalase. I sofort zugesetzt. 
I mit Katalase. II ohne Katalase. II nach 21, Std. zugesetzt 


Ill mit gekochter Katalase. 


Ein solcher Versuch ist in der Tabelle I (Versuch 93) wiedergegeben. 
Die ohne Methylenblau gebildeten Mole Wasserstoffsuperoxyd ent- 
sprechen in 1 Stunde 88°, des gleichzeitigen Sauerstoffverbrauchs 
(statt theoretisch 100°%,). Der respiratorische Quotient ist 0.53; mit 
Methylenblau erhilt man bei einer 100° ,igen Atmungssteigerung 
einen r. Q. von 0,66 und eine Wasserstoffsuperoxyvdausbeute von 28 ° 5. 
Im ersteren Falle sind dann 100 — 44 = 56°, des verbrauchten Sauer- 
stoffs zur Oxydation des Substrats verwendet, und fiir diesen Teil der 


0,53 ; 
Atmung ist also der r. Q. - One 0,95; mit Methylenblau ergibt 
56 
sich ebenso 100 — 14 = 86%, fiir die Oxydation des Substrats verwandt. 
0,66 ; , . 
r. Q. 0.86 0,75. In anderen Fallen wird auch hier der respiratorische 
Oo 


Quotient fiir die Oxydation des Substrats gegen 1. 
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Tabelle I. 


Respiratorischer Quotient und Wasserstoftsuperoxydbildung 





80 


60 


mm, 


$= 2 Fasbetel —_ H202 H20- Yo, 
oc Zei ‘arbstoff- stoff- ¢ e Aus- : 
a i Subetent sucats zusatz ag COy r. Q. com bente mJ 
Nr. Min. in % 02 ber.) 
93 60 Glucose — -— 191 101 053 84 8&8 49.5 
60 = Methylen- 0,025 338 223 0,66 49 285 72.5 
blau 
55 150 . 254 1385 0,55 177 83 49 
150 * P. Phenyl- 0,066 476 429 0,99 114 249 106 
diamin 
56 «6300 Malzlésung — 85| 47 0,55 42 945 54 
60 é _ 151 92 061 71 92.8 
270 2 os 3829 | 214 0,65 129 74.6 
98 50 Lactat — 166 98 0,59 67,5 81,3 37,4 
50 - Methylen- 0,015 212 160 0,76 41,5 39,2 47,7 


blau 


Paraphenylendiamin steigert die Atmung ahnlich wie Methylenblau 
aufs Zwei- bis Dreifache', verringert aber die Wasserstoffsuperoxyd- 
ausbeute noch mehr und erhéht dadurch den respiratorischen Quotienten. 
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Abb. 3. 
Atmung von stark gewaschenem 
Bacterium Delbriickii in Dex- 
trose, Dextrose + Methylenblau, 
Lactat, Lactat + Methylenblau. 


In Versuch 55 ist z. B. der r.Q. ohne Zu- 
satz 0,55, mit Paraphenylendiamin 0,90. 
Im ersteren Falle sind 83°, der theore- 
tischen H,O,- Menge entstanden. Es 
sind dann 100 — 41,5 = 58,5 fiir Sub- 
stratoxydation verwandt mit einem r. Q. 
von 0,94. Mit Zusatz des Farbstoffes 
sind 25% des theoretischen H,O, ent- 
standen, d.h. 100 — 12,5 = 87% des 
Sauerstoffs fiir Substratoxydation ver- 
braucht mit einem r. Q. von 1,03. 
Genau dasselbe ergibt sich, wenn 
man die Glucose der Suspensionsfliissig- 
keit durch Lactat ersetzt. Die Atmungs- 
steigerung durch Lactat ist meist noch 
gr6Ber als durch Glucose. Methylenblau 
steigert auch hier aufs Doppelte. Auch 
die Bildung von Wasserstoffsuperoxyd 
ist dieselbe (s. Versuch 98). DaB Lactat 


leichter veratmet wird als Glucose, sieht man auch daraus, daB zweimal 
gewaschene Bakterien, die 30 Minuten oder 1 Stunde ohne Substrat 


1 Vgl. dabei die von 


unbefruchteten Seeigeleiern durch Paraphenylendiamin. 


532, 


1932. 


Runnstro6m gefundene Atmungssteigerung von 


Protoplasma 15, 
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vehalten wurden und hierdurch geschadigt sind, nach Zusatz von 
(:lucose kaum noch Sauerstoff verbrauchen, wohl aber nach Zusatz 
von Lactat (Tabelle IT, Versuch 89). Der r. Q. ergibt sich z. B. (Ver- 
such 98) direkt zu 0,59, mit Methylenblau zu 0.76: Mol Wasserstoff- 
superoxyd im ersten Falle 81,3 °,, im letzten Falle 39,2 °, des Sauerstoff- 
verbrauchs. Daraus berechnet sich fiir alleinige Oxydation des Lactats 
ohne Methylenblau ein r. Q. = 1,0, mit Methylenblau ein solcher 
von 0,954. 

Dieser Tatbestand bringt auf den Gedanken, daB auch die Atmung 
in Gegenwart von Glucose zur Hauptsache eine Oxydation des gleich- 
zeitig anwesenden Lactats ist, welches durch die aerobe Glykolyse 
entsteht. DaB diese Cherlegung in der Tat zutrifft, sieht man, wenn 
man den AtmungseinfluB frischer Malzlésung mit solcher vergleicht, 
in der die Bakterien gewachsen sind. Die Atmung ist in der letzten 
um 50°, gréBer als in der ersten (Tabelle I], Versuch 103). Gibt man 
Lactat zu frischer Malzlésung hinzu, so wird jetzt die AtmungsgréBe sowie 
die Bildung von Wasserstoffsuperoxyd auf die Werte gesteigert, die man 
mit alter Malzl6sung erhalt. Andererseits beruht nicht die ganze Atmung 
auf der Oxydation von Lactat, sondern die Malzlésung selbst hat, 
wabrscheinlich wegen ihres KiweiBgehaltes, noch einen steigernden 
KinfluB. Dagegen ist Lactat + Glucose nicht atmungswirksamer als 
Lactatlésung allein. Diese Befunde weichen von den von Bertho er- 
haltenen ab, bei dem die Milchséure unwirksam war. Es scheint sich 
demnach um Unterschiede in den einzelnen Bakterienstammen zu 





handeln. 
Tabelle Il. 
Atmungssteigerung durch Lactat. 
$=, Sub- 0/4 
Nr. 5 = Liisung Substrat Strat Methylen- emm O> Vo, siameeea 
mol. blau 
Nr. Min. 
1 89 15 Reine Salzlésung Glucose, 0,05 ~- 19,4 11,4 | 
15 . ‘ ‘ 0,05 0,01 32,0 18,7 Stark 
15 ss z Lactat 0,01 - 56,0 32.8 — 
15 a - - 0,01 0,01 76.0 44,4 
2 103 60 Altes Malz — a -= 117 57 
60 " “ — - 0.015 | 251 122 
60 Frisches Malz — a _- 84.5 41,2 
60 9 * nee — 0,015 130.5 63,7 Schwach 
60 z - Lactat 0,05 — 117 57,1 { gewaschen 
60 é a ss 0,05 0,015 | 248.5 121 
60 Reine Salzlosung ‘. 0.05 — 91 44.4 
60 2 a xs 0.95 0,015 175 85.4 





Ganz besonders deutlich ist in unserem Falle die Bedeutung der 
Milchsaure fiir die Steigerung der Atmung mit Methylenblau. Dab 





— 
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Jodessigsiure in héheren Konzentrationen progressiv sowohl di 
Atmung wie die Methylenblaureduktion der Milchsiurebakterie1 
hemmt, ist schon von Bertho beschrieben und nicht auffallig, da die: 
bei allen Zellen in ahnlichen Konzentrationen der Fall ist. Vergleicht 
man aber bei der gleichen Konzentration Jodessigsiure (2 . 10-4 mol. 
die Atmung mit und ohne Methylenblau, einerseits in Gegenwart von 
Zucker, andererseits von Milchsaure, so erweist sich, daB mit Milchsaiur: 
weder die Atmung noch die Steigerung der Atmung durch Methylenblau 
gehemmt sind, wahrend mit Zucker die Atmung stark gehemmt wird 
die Steigerung durch Methylenblau noch starker (Tabelle III, Ver- 
such 122 u. 194). Bei dieser Jodessigsiurekonzentration (2.10-4 mol). 
ist aber die Glykolyse bereits gehemmt. Dem Fehlen der Milchsaure- 
bildung entspricht die Hemmung der Atmung in Gegenwart von Zucker 
und der Atmungssteigerung durch Methylenblau. Unter den gleichen 
Umstanden wird anaerob die Reduktion des Methylenblaus in Gegen- 
wart von Glucose gehemmt, in Gegenwart von Lactat aber nicht. 

Die gr6Bere Empfindlichkeit der Veratmung des Zuckers gegeniiber 
der des Lactats durch Vergiftung mit Jodessigséure ist schon an anderen 
Objekten gefunden, so in der Muskulatur', in Saugetiergewebsschnitten 2, 
am Nerven’. Es scheint sich hier um eine sehr allgemeine Gesetzmabigkeit 
zu handeln. Das Verhalten gegeniiber Methylenblau spricht aber zugunsten 
der Annahme, daB die Oxydation der Milchsaure fiir die Reduktion wesent - 
lich ist. 

Tabelle III. 


Jodessigsaurewirkung auf Bacterium Delbriickii. 





Proto- Zeit %lo Jodessigsiure- emm Sauerstoff 0 
Nr. koll : Substrat | Methylen- konzentration a en 
Nr. Min. | blau in mol. unvergiftet vergiftet 
1 122 120°) Glucose — 1,7.10-4 3 23 32 
120 " 0,01 1,7 91,5 29 68 
1 120 Lactat — iv 57.5 59 0 
120 . 0,01 1,7 185 172.5 & 
2 194 30 = —_ i7 17,0 13,4 20 
195 -- -- 1,7 48,5 35,5 27 
30 Glucose — 1,7 55,5 9.5 85 
195 * —— 1,7 19) 33 67 
30 - 0,015 1,7 87 19 80 
195 js 0,915 1,7 317 48.5 85 
30. Laetat — 1,7 37 38,5 0 
195 . -- 1,7 85 104 0 
3 183 195 Glucose _— 1.10-3 92 20 78 
195 rn 0,015 1 176 16 90 
195 Lactat — 1 109 92.5 15 
195 se 0,015 1 237 221 7 


1 O. Meyerhof u. E. Boyland, diese Zeitschr. 237, 406, 1931. 
* H. A. Krebs, ebenda 1933. 
3 T. P. Feng, J. of Physiol. 76, 477, 1932. 
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Anders ist die Wirkung der Brenztraubensaure. Diese wird allein 
rascher veratmet als Milchsaure, aber die Steigerung durch Methylen- 
blau ist sehr geringfiigig. Ferner wird kein Wassersteffsuperoxyvd 
gebildet (s. Abb. 4). Die Q,.-Werte sind z. B. mit Lactat 22.6, mit 
Lactat und Methylenblau 50,7, mit 
Brenztraubensaure 65,2, mit Brenz- [ 












traubensiure und Methylenblau 76,6. 








600 j 
Brenztraubensaure scheint da- —— 

nach kein normales Zwischenpro- | 
dukt der Kohlenhydratoxydation Brenztrauber| 
des Bacterium Delbriickii zu_ sein. S wOure 
Obendrein wird sie durch Wasser- 4 
stoffsuperoxyd, wie schon von e anaes 
Holleman' gefunden und naher von 
Kuhn und Wassermann?  unter- = laktar —s| 
sucht, rasch zerstért?. Der respira- | 
torische Quotient bei ihrer Oxy- ane 
dation ist etwa 1,8. Dies beruht 0 mes | 
auf gleichzeitigem carboxylatischen , ” Minden - 
Zerfall, wobei offenbar der ge- Abb. 4. 
hildete Acetaldehyd bzw. Kssig- Atmung von Bacterium Delbriickii 
siure nicht weiter oxydiert werden, pag tinnd poothy serena 


da sie atmungsunwirksam _ sind. 

Weiterhin haben keinen Einflu8 auf die Ruheatmung: Alanin, 
essigsaures Natrium, Methylglyoxal, Dioxyaceton, Glycerinaldehyd, 
Alkohol. Andererseits ist die Wirkung bei Fructose, Mannose und 
Glucose gleich, und zwar sowohl beziiglich der Atmung wie ihrer 
Steigerung durch Methvlenblau. 

In Ubereinstimmung mit Bertho finde ich, daB der Sauerstoffdruck 
keinen EinfluB auf die Atmung hat, was einen Unterschied bildet gegen 
die Atmung des Hefemazerationssaftes*, die ebenso wie die Oxydation 
der Hexosemonophosphorsiure durch das gelbe Oxydationsferment 
von O. Warburg® vom Sauerstoffdruck abhangig ist. Indessen spricht 
dies nicht gegen die Rolle dieses Ferments in den Milchsiurebakterien, 


' Rec. trav. chim. Pays bas 28, 169, 1904. 


* Ann. Chem. 5038, 231, 1933. 

3 Inzwischen ist auch von H.G. Seevag, Naturwiss. 21, 466, 1933, bei 
Pneumococcen festgestellt, daB in Gegenwart von Brenztraubensaure 
die Wasserstoffsuperoxydbildung unterbleibt, wahrend die Brenztrauben- 
siure carboxylatisch zerfallt. 

4 O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 170, 367, 1918. 

5 O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 254, 1932, val. S. 444. 
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da offenbar die Konzentration der Komponenten des ganzen Ferment- 
systems entscheidend dafiir ist, in welchem Bereich die Atmung vom 
Sauerstoffdruck abhangt. 


Oxydationsquotient des Bacterium Delbriickii. 


Um die Glykolyse bei py 6 zu untersuchen, wurden die Bakterien 
statt in Phosphatpuffer in Bicarbonat-Salzlésung aufgeschwemmt 
und mit einer Gasmischung, die 70°, Kohlensiure enthielt, ins Gleich- 
gewicht gebracht. Die Messungen fanden dann in einer Atmosphire 
von XN, + 70°, CO,und O, + 70°, CO, statt. Der... Weyerhof- Quotient” 
mo]. anaerobe Milchsiure — aerobe Milchsiure 
war schon von O. Meyerho/ 

mol. O, ; 
und 2. Finkle bestimmt und ergab sich dort mit und ohne Methylenblau 


zu ungefahr 2.2 (Oxydationsquotient 


verschwundener Spaltstoffwechsel in mol. Milchsiiure | 

mol, Milchsiure oxydiert °°), 
doch waren diese Bestimmungen ohne Kenntnis der Wasserstoffsuper- 
oxvdbildung ausgefiihrt und in mehrstiindigen Versuchen, wo die 
Atmung bereits stark abgefallen war, so dai der anaerobe und aerobe 
Versuchsansatz beziiglich des primaren Spaltungsvorganges nicht 
mehr als gleichwertig anzusehen war. Auch wurde bei der Ausrechnung 
ein respiratorischer Quotient von 1,0 angenommen. Aus diesem Grunde 
war eine’ Wiederholung der Messungen notwendig. In der Tat ergab 
sich jetzt ein kleinerer Wert fiir den Meyerhof-Quotienten, und zwar. 
wenn man die Rechnung fiir den gesamten Sauerstoffverbrauch durch- 
fiihrt, im Mittel 0,6 oder, wenn man, was richtiger ist, den fiir die Wasser- 
stoffsuperoxydbildung verbrauchten Sauerstoff abzieht, ein Wert 
von, etwas uber 1,0 (Oxydationsquotient 3,0). Dabei waren allerdings 
Atmung und Glykolyse nicht in demselben Puffergemisch bestimmt, 
weil fiir die Bestimmung des respiratorischen Quotienten die Lésung 
kchlenséiurearm sein muB (Tabelle IV). 


Da die Atmung durch Blausiure nicht gehemmt, sondern sogar 
etwas gesteigert wird, bestand die Méglichkeit festzustellen, ob die 
Pasteursche Reaktion durch Gegenwart von KCN verandert wird, so wie 
es Genevois in diesem Laboratorium bei der Atmung von Algen gefunden 
hatte!. In unserem Falle ergibt sich aber mit hohen Blauséurekonzentra- 
tionen keine oder nur eine unwesentliche Verkleinerung, wobei iiberdies 
die anaerobe (und infolgedessen auch die aerobe) Glykolyse deutlich 
gesteigert ist. 


1 Diese Zeitschr. 186, 461, 1927. 
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Tabelle LV. 


Oxydationsquotient von B. Delbriickii 





My 
( Meyerhof-Quotient 
Ver- Hy, Reten- 
suchs- emn ee raw N Me ohne it 
Nr. "yele | “Og, emuapregien KON FQ. toms. ay? ay? Rerdck- | Berth 
gung von gung vor 
Min. 20. ay? 
1 60 119 59 0.54 1,15 218 168 0,42 0.8 
2 60 83 O51 1,18 206 149 0,65 1.354 
3 75 =: 109.5 0.63 1.200 188 79 1,00 1.58 
4 60 50,0 0.61 1,10 173 =-102 1.42 
70,0 0.095 0,89 1,10 221 160 0.88 
5 60 61.5 1.10 162.5 73 1.46 
73.5 0,01 1.10 195.5 137 O50 
6 60 63 0.60 1,05 147 78 1,09 
74,5 0,005 0,61 1,05 196 122.5 0.99 
7 45 87 0,80. 1,1 214 71.5 1.64 
88,5 0.095 O89 1.1 236 99.5 1.55 
8 60 = 197.5 050 1,2 208 143 0,33 
193 0,01 0,53 | 1,2 258 177 0.42 
G* 30 66 1.0 1.3 333 PHS 0.97 
71,5 0.01 0.78 1.3 305 = 251 0.76 


* Mit Katalase. 


Fir die Theorie der Pasteurschen Reaktion ist es von Interesse, dafs 
die durch das eisenfreie Atmungsferment katalysierte Oxydation die 
gleiche Wirkung auf das Verschwinden des Spaltungsumsatzes hat wie dic 
Atmung, die auf dem haminhaltigen Atmungsferment berult. 

In Tabelle IV sind sechs Versuche wiedergegeben, in denen der 
Meyerhof- Quotient (MQ.) mit und ohne Blausaurezusatz gemessen ist. 


Bacterium cereale. 

Dieser aus Kiel bezogene Stamm bildet zwar aerob und anaerob 
Milchsiure wie der vorher beschriebene, verhalt sich aber sonst wie 
ein Bakterium mit haminhaltigem Atmungsferment, bildet kein Wasser- 
stoffsuperoxyd, wichst an der Luft ohne Schadigung. wird in seiner 
Atmung durch Blausiure und Kohlenoxyd gehemmt. Im_ einzelnen 
ergibt sich folgendes: 

a) Atmung. 

Da die Bakterien kein Wasserstoffperoxyd bilden, ist Katalase- 
zusatz fiir Atmung und Wachstum ohne Wirkung. So ergibt sich z. b. 
Qo, ohne Katalase zu 23,0, mit Katalase (1:66) — 24,8. mit gekochter 


1 Dieser Stamm ahnelt dem von Orla Jensen beschriebenen ;/-Bak- 
terium. ’ 
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Katalase -- 23.9. Wasserstoffsuperoxyd ist weniger giftig als fiir 
Bacterium Delbriickii, 0,05 °, hemmt weniger als 50°: dagegen betrigt 
die Blausiurehemmung wie bei anderen aerob lebenden Zellen etwa 50°, 
in 5.104 KCN. Ebenso hemmt Kohlenoxyd bei niederem Sauerstoff- 
druck, und zwar 70°, in einem Gemisch von 95%, CO + 5°, O, gegen- 
iiber 95%, Ny + 5°, Og. Andererseits laBt Methylenblau (0,005 °,,) 
die Atmung unbeeinfluBt, auch dies wieder in Ubereinstimmung damit, 
daB im allgemeinen Methylenblau nur in denjenigen Zellen die Atmung 
stark erhéht, wo das haminhaltige Atmungsferment unvollstandig 
wirksam oder iiberhaupt nicht vorhanden ist, und die aerobe Glykolyse 
gering ist?. 

Von allen Substraten wird Glucose am raschesten oxydiert, aber 
auch Lactat steigert die Atmung der gewaschenen Bakterien ums Zwei- 
bis Dreifache, wihrend Brenztraubenséure nur geringfiigig, dagegen 
Athylalkohol etwas starker oxydiert werden. Zusatz von Lactat zur 
Malzlésung steigert die Atmung nicht betrachtlich. Trotzdem ist auch 
hier gebrauchte Malzlésung starker atmungswirksam als frische. Dies 
beruht aber offenbar auf von den Zellen abgegebenen Aktivator- 
substanzen. 

Jodessigsiurewirkung auf die Atmung ist die gleiche wie bei 
Bacterium Delbriickii. Durch 30 Minuten Vorbehandlung mit m 8000 
Jodessigsiure wird die Atmung in Gegenwart von Glucose fast voll- 
stindig gehemmt, in Gegenwart von Lactat nicht. Qo, mit Glucose 
ohne Jodessigsiure 14,3, mit Jodessigsiure und Glucose 1,6, mit Jod- 
essigsiure +- Lactat 12,8. 

b) Gdarung. 

Der StoffwechselprozeB meines Cerealestammes unterschied sich 
vor allem dadurch von den bisher gepriiften Milchsiurebakterien, daB 
er auBer Atmung und Milchsaurebildung noch eine oxydative Garung 
zeigt, wobei in Sauerstoff ein Uberschu8 von CO, iiber den Sauerstoff- 
verbrauch gebildet wird, waihrend in Stickstoff dieser Garungsvorgang 
fehlt. Der echte respiratorische Quotient ist daher tiber 1: in kurzen 
Zeiten betrigt er etwa 1,8 und fallt in langeren Zeiten auf 1,4. In dieser 
Zeit ist der Sauerstoffverbrauch, offenbar infolge des Wachstums, auf 
das Zwei- bis Dreifache gestiegen. 

Die gebildete Kohlensiure wird hierbei durch Ubersiéuern eines 
Versuchsansatzes vor und nach der manometrischen Messung des 
Sauerstoffverbrauchs bestimmt, Bei gleicher Ausfiihrung des Versuchs 
in Stickstoff ergibt sich das Fehlen von CO,-Bildung. Der respiratorische 
Quotient von annahernd 2 wird versténdlich, wenn man annimmt, 
daB der Zucker iiber Milchséure zu Brenztraubensaiure oxydiert wird, 


' Vgl. Barron, J. of biol. Chem. 
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Tabelle \ 


Respiratorischer Quotient vom Bacterium cereale. 








Versuchs- . fi 
Nr. Protokoll Datum - ~-~s — eon bn Px + an SM 
Nr. ; Min Stunde zeit 
1932 
1 33 5. XI. Malz 240 39.7 1,69 
2 34 7. ae verd. Malz 120 36.9 1.80 
$ m 210 1,62 
* 300 1,43 
1933 
3 115 30. =I. . » 135 17,4 1,72 
4 131 17. I. . 75 55.5 1,68 
5 155 11. TIL. re . 90 34,3 1,65 
6 112 ee » - 75 30,2 1,83 
se ‘ { Salzlosung | “, 0 
i 114 30. 1. | 4s | 150 22,8 1,¢ 


die dann carboxylatisch zerfallt: CgH,.O, + Og = 2 CH,.CO.COOH 
2CH,. CHO + 2CO,. 

Dann ist CO, O, — 2.  Hierfiir spricht: 

1. daB anaerob spontan nur wenig Extrakohlensaure und keine 
Brenztraubensaure entsteht, wahrend zugesetzte Brenztraubensiure 
carboxylatisch zerfallt, 

2. daB durch Fluorid keine Trennung der Extrakohlensiure- 
bildung und Atmung herbeigefiihrt wird, sondern beide in gleichem 
MaBe gehemmt werden, 

3. daB aerob Brenztraubensaure durch Sulfit abgefangen werden 
kann, wobei dann die Bildung von Extrakohlensiéiure ausbleibt, und 
schlieBlich, 

4. daB aerob am Versuchsende zwar kein unverinderter Acet- 
aldehyd, wohl aber Alkohol, Essigsiure und Acetoin (CH, .CHOH 
.CO.CHg) nachweisbar sind. Diese sind jedenfalls aus Acetaldehyd 
entstanden, die beiden ersteren durch Dismutation, der letztere durch 
Kondensation. 

Die Bildung von Acetoin bei Milechsdiurebakterien wurde schon triiher 
beobachtet, insbesondere durch Harden und Walpole! sowie Harden und 
Norris? bei Bacterium lactis aerogenes, die Entstehung aus Brenztrauben- 
siure von Neuberg*, und weiterhin von AKluyver, Donker und Visser °*t Hoojt* 
sein Auftreten bei Durchliittung von Hefekulturen. 

Der Alkohol wurde durch Destillation in Chromschwefelsiure und 
Titration mit Natriumthiosulfat (nach Zusatz von KJ) nachgewiesen® 


! Proc. Roy. Soc. B. 77, 399, 1906. 

2 Ebenda B. S4, 492, 1912. 

3 Neuberg u. Hirsch, diese Zeitschr. 115, 308, 1921; Neuberg u.v. May, 
ebenda 140 299, 1923. 

§ Ebenda 161, 361. 1925. 

5 Vel. Widmark, ebenda 131, 473, 1922; O. Meyerhof, ebenda 162, 43, 1925. 
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(in Abwesenheit von Aldehyd), Essigsiiure durch Destillation nach Duclaws}, 
Acetoin qualitativ durch die Diacetylreaktion mit Kreatin und Soda, 
sowie quantitativ durch Bestimmung des Dimethylglyoxim mit Nickelsalz ®. 
Ein quantitativer Versuch dieser Art ist der folgende: 

100 cem einer Bakteriensuspension in Zucker-Salzlésung — ver- 
brauchen 42,8 cem Sauerstoff in 8° , Stunden. Die diesem Sauerstoff 
entsprechende Menge Acetaldehyd wiirde auf Grund obiger Gleichung 
168 mg betragen. In der Versuchszeit ergab sich ein Zuwachs in 
Milli-gramm: Milchsiure 62, Alkohol 26, Essigsiure 24, Acetoin 29.5. 
AuBer Milchsiure sind also noch 79,5 mg auf umgewandelten Acet- 
aldehyd zu beziehen. Es ist danach etwa die Hialfte der Theorie 
wiedergefunden. 

Eine Reihe weiterer Alkoholbestimmungen ist in Tabelle VI zu- 
sammengestellt. Dabei ist in der letzten Spalte fiir den Prozentsatz der 
Theorie die Annahme gemacht, das im Idealfall genau die aus dem 
Sauerstoffverbrauch berechnete Menge Aldehyd entstiinde und diese 
vollstindig in Alkohol und Essigsiure dismutierte. Hiervon wird also 
jeweils nur ein Drittel wiedergefunden (Tabelle VI). 


Tabelle V1. 


Alkoholbildung durch Bacterium cereale. 





. Versuchszeit Sauerstoffaufnahme Alkohol gebildet 0/, der Theorie 
Nr. ‘ 
Min. emm mg gefunden 
1 120 406 0,25 39 
131 (Lactat) 0,12 44 
2 150 118 0.08 33 
3 180 294 0.11 19 
4 75 226 0,22 48 


c) Orydationsquotient. 


Der Oxydationsquotient muB insofern anders als sonst bestimmt 
werden, als anaerob die gemessene Kohlensaiure nur der durch fixe 
Saure ausgetriebenen entspricht, wihrend aerob die gemessene Kohlen- 
siure zum Teil Extrakohlensaure ist; ferner ist ein Teil der dabei ge- 
bildeten fixen Saure Essigsiure und muB ebenfalls in Abzug gebracht 
werden. Es ist daher nétig, stets auch den echten respiratorischen 
Quotienten zu bestimmen und die aerob entstandene Kohlensiure 
abzuziehen. Die Beriicksichtigung der Essigsiure ist nur auf Grund 
weniger quantitativer Versuche vorgenommen und nicht in jedem 
Falle bestimmt worden. Ohne Beriicksichtigung der Essigsiure, aber 
mit Bestimmung des respiratorischen Quotienten wurde in fiinf Ver- 


' Vgl. van Niel, Propionic acid bacterias, Haarlem 1928, 8S. 91. 
2 Diese Zeitschr. 187, 472, 1927. 
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Atmung und Garung von Milchsaurebakterien. 103 
suchen als Wert des Meyerhof-Quotienten erhalten: 1,21, 1.25, 1,49, 


1.31, 1,64, im Mittel 13s. 
Kssigsiure mitbericksichtigt, so ergibt 
Tabelle VII. wo eine 


die 


Wird auf Grund des vorstehenden Versuchs 


Bildung von 


siure (S) angenommen ist (Tabelle VII). 


Tabelle VIT. 


sich 


2 
Essigsaure 


das Resultat 
30°. der Gesamt 


Oxvdationsquotient von Bacterium ..cereale”. 


von 








Ver’ | Atmung in yN2 cl? | Resivskas re 
such f° . “Vv us 28S gsi » Vv Veyerhof-Quotient korrigiert 
Nr. seis tia cmm cmm ” emm 
570 85.5 
114-231 570 265 79,5 1855 1.24(°" = 3) a 0g 
- = 349.5 119 
115 161 349.) 170 51 Mm 144i | — 1,60 
161 
BO: 4 
131 189 305 70 21 eo se =) 1,63 
LSY 
= a = vs 327 107 in 
135 172 327 153 46 107 1.2 | = 1.54 
172 
_ m _ /1d8 10 
155 126 158 14 4 iO «1,15 96 1.35 


Die anacrobe Glykolyse Q¥2 betragt 35 bis 100, die aerobe Glykolyse 
ist nach Abzug der Essigsaure sehr geringfiigig. 

Die Priifung anderer milchsiurebildender Substanzen ergab, dab 
Methylglvoxal etwa mit derselben Geschwindigkeit wie Zucker Milch- 
siure bildet: diese Reaktion wird nur geringfiigig durch Jodessigsiure 


» 


(20°, durch 2.104 mol.) gehemmt. Dioxvaceton ist nur schwach 


wirksam, Glycerinaldehyd nahezu unwirksam. 


Zusammenfassung. 

Bacterium Delbriickii produziert, wie schon Bertho fand, \Wasser- 
stoffsuperoxyd in einer Menge, die aquivalent ist dem zur Oxydation 
des Substrats dienenden Sauerstoff, so daB sich ein respiratorischer 
Quotient 
steigern die Oxydationsgeschwindigkeit um LOO bis 300°, und setzen 


von 0,5 ergibt.  Methylenblau und Paraphenylendiamin 
die Ausbeute von Wasserstoffsuperoxyd um 25°, herab: so ergibt 
sich ein respiratorischer Quotient von 0,7 bis 0.9. Daly die Atmungs- 
steigerung mit Methylenblau auf Lactatoxydation beruht, folgt mit 
Wahrscheinlichkeit aus der Vergiftung mit Jodessigsaure, denn Jod 
essigsiure verhindert nicht die Veratmung des Lactats und auch nicht 
die Atmungssteigerung durch Methylenblau in Gegenwart von Lactat 
Dagegen wird die Atmung von Zucker mit und ohne Methylenblau 


verhindert. Die Atmung scheint danach letzten Endes immer auf der 
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Oxydation des Lactats zu beruhen, so daB die Veratmung des Zuckers 
nur nach voraufgehender Glykolyse erfolgt. Brenztraubensaure wird 
noch rascher oxydiert, ohne Bildung von Wasserstoffsuperoxyd. Der 
Meyerhof-Quotient ist ungefébr 1 und wird durch Blausaéure wenig 
beeinfluBt. 

Versuche mit einem anderen Stamm (Bacterium cereale) ergeben 
ein Atmungssystem, das durch Blauséiure und Kohlenoxyd gehemmt 
wird. Wasserstoffsuperoxyd wird nicht gebildet. Methylenblau ist 
ohne Wirkung. Mit der Atmung gekoppelt ist eine oxydative Garung, 
so daB ein respiratorischer Quotient von etwa 2 entsteht. Dabei tritt 
Brenztraubensiure auf, welche zum Teil in Essigsiure, Acetoin und 
Alkohol umgesetzt wird. 
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Uber die sensibilisierende Wirkung synthetischer Porphyrine. 


Von 
W. Hausmann und F. M. Kuen. 


(Ausgetiihrt mit Unterstitzung der Osterreichisch-deutschen Wissenschatts- 
hilfe.) 


(Aus dem Laboratorium fiir Lichtbiologie und Licht pathologie ami plysiolo- 


gischen Institut der Universitat When.) 
(Eingeqangen am 22. Juli 1955.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Bei biologischen) Wirkungen, die von Substanzen in’ geringen 
Mengen ausgeiibt werden, sollte man streng genommen nur dann diese 
Substanzen selbst und nicht irgendwelche Beimengungen als ‘Trager 
der Wirkung betrachten, wenn es entweder gelingt, mit synthetischen 
Praparaten analoge Effekte zu erzielen, oder wenn es moglich ist, aus 
unwirksamen Derivaten wieder zu wirksamen Produkten zu gelangen. 
Durch die fundamentalen Arbeiten von Hans Fischer tiber die Synthese 
der Porphyrine sind wir nun in der Lage, diesen Gesichtspunkt auch 
bei der Beurteilung der photodynamischen Wirkung dieser Koérper zu 
hericksichtigen, die von dem einen von uns vor Jahren beschrieben 
wurde! Diese Fragestellung erscheint auch aus dem Grunde nicht 
unberechtigt, weil die naturlichen Porphyrine auch in nicht sensibili- 
sationsfahiger Form im Organismus vorkomimen, wie dies schon oft 
betont wurde?. 

Das tiberaus grobe Entgegenkommen von Herrn Geheimrat ans 
Fischer in Miinchen hat es uns erméglicht, den Nachweis der sensibili- 
sierenden Wirkung bei einer Reihe synthetischer Porphyrine, und zwar 
bei Mesoporphyrin, Iso-uroporphyrin und bei Koproporphyrin zu er- 
bringen. Als Kontrolle diente aus Hamatin dargestelltes Hamato- 
porphyrin, das wir ebenfalls Herrn Geheimrat Fiseher verdanken. 

Die Versuche wurden an Blutagarplatten ausyetthrt. | Herstelluny 


und Bestrahlung geschah in der Art, wie dies in der Arbeit von FL MW. Aen 
und P. Rosenfeld? aus unserem Laboratorium: beschrieben wurde, aut die 


' Vel. u. a. diese Zeitschr. 30, 276. 1910. 
Ebenda 77, 268, 1916. 


3 Ebenda 254, 181, 1982. 
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Beob- 
Verwendeter Zusatz achtet 
nach eS aor : - 
Tagen at7—-579 46 492 $55 456 405 
, ie 1 \ 
05 cem 1°, iges Hamatoporphyrin a 
: 7 5 
O05 cem 1° 9 iges Mesoporphyrin, | | (+) 
synthetisch \ 7 t++ + 
0.5 cem 1° oiges Koproporphyrin, | | (+) 
synthetisch | 7 
0.5 cem 1° o9iges Iso-Uroporphyrin, | 1 (+) 
synthetisch | 7 (+) (+) 
; 1 
Ohne Zusatz | bal 
\ 7 
wegen der ubrigen Versuchsbedingungen verwiesen wird. Fur die Be 


strahlungen stand auch in diesen Versuchen ein’ Quarzspektrograph der 
Firma C. Less zur Verfiigung, der uns von Herrn Professor Dr. Bb. Abel 
in dankenswerter Weise leihweise tiberlassen worden war. Es ist dies ein 
Monochromator 45 22 der Liste von C. Leiss, der mit der Zusatzeinrichtung 
+2 45 46 als Quarzspektrograph ausgeriistet ist. Als Lichtquelle diente 
eine Quarzquecksilberdamptlampe (Hanau Type (6). Durch die Be- 
strahlung werden den Spektrallinien des Quecksilberlichtes entsprechende 
himolyvtische Effekte auf den Blutagarplatten hervorgerufen, die bet stark 
wirksamen Substanzen, wie in unserem Falle bei Hamatoporphyrin und 
bei Mesoporphyrin zum Teil unmittelbar nach der Belichtung sichtbar 
sind, bei anderen Koérpern wie bei Iso-aroporphyrin und Koproporphyrin 
erst nach einiger Zeit) erscheinen. 


Die erhaltenen Resultate sind aus der Tabelle ersichtlich. Die hamolyti- 


schen Effekte sind bezeichnet wie folgt : ts sehr stark, stark, 
mittel, + scehwach, (—) sehr schwach. Naturgemalb geben diese 


Bezeichnungen nur eine annihernde Vorstellung des Hamolysegrades. 


Zunachst ist aus der Tabelle zu entnehmen, dab synthetisches 
Mesoporphyrin noch starkere Wirkung entfaltet als nicht synthetisches 
Hamatoporphyrin!. Das uns zur Verfiigung gestellte synthetische [so- 
uroporphyrin sowie synthetische Koproporphyrin zeigten im = Gegen- 
satz zu den Erfahrungen mit synthetischem Mesoporphyrin bzw. mit 
Haimatoporphyrin tiberhaupt ungleich  schwachere — sensibilisierende 
Wirkung, wie dies schon von H. Fischer und dem einen von uns bei 
nicht synthetischen natiirlichen Porphyrinen beobachtet worden war. 
Die sensibilisierende Wirkung dieser Koérper ist bei unserer Versuchs- 
anordnung im wesentlichen im Bereich der Wellenlainge 4 —- 365 my 
zu beobachten, waihrend bei dem synthetischen Mesoporphyrin und bei 


' Hierbei ist noch in Betracht zu ziehen, dab bei Zusatz der schwach 
alkalischen Mesoporphyrinlésung zu dem Blutagar die weitaus tiberwiegende 
Menge des Porphyrins ausfiel (vgl. H. Fischer, Zeitschr. ft. physiol. Chem. 
142, 120, 1925.) 


Hamolyse | 


BHD 
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Hamatoporphyrin neben der von Hawsmann und Sonu! beschriebenen 
Sensibilisation im = langerwelligen) Ultraviolett besonders  deutliche 
Sensibilisation ino sichtbaren Strahlenbezirken in Erscheinung tritt 
In der Abb. 1 ist ein derartiger Versuch annahernd wiedergegeben. 
Ks handelt sich um einen sogenannten Naturselbstdruck, der dadurch erzielt 
) RAS 26 eees Ss2s 
ESS 28 mee SS VQVGT 
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Abb. i. 

Haimolytische Effekte des Quecksilberdampfspektrums auf Blutagarplatten: 1. Sensibilisiert 
mit Hamatoporphyrin, 2. mit synthetischem Meseporphyrin, 3. mit synthetischem heopre 
porphyrin, 4. mit synthetischem Iso-ureporphyrin. 5. Blutagarplatte ohne Zusatz 
(Unmittelbare Kopie der Blutagarplatten auf Gaslichtpapier.) 


' Strahlentherapie 26, 174. 1927. 
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wurde, dab die Blutagarplatte unmittelbar aut Gaslichtpapier kopiert 
wurde. Hierdurch erscheinen die auf der Blutagarplatte avfgehellten hamo- 
Iytischen Streifen, die auf die hamolysierende Wirkung der Linien des 
Quecksilberdamptspektrums zuriickzafiihren sind, bei dieser Art der Wieder- 
gabe dunkel. Die Bestrahlungsdauer betrug 70 Minuten, kopiert 24 Stunden 
nach der Bestrahlung. 


Der Nachweis der ungleich geringeren Sensibilisationsfahigkeit 
des Iso-uroporphyrins und des Koproporphyrins in den sichtbaren 
Strahlenbezirken gegentiber der deutlicher ausgesprochenen Wirkung im 
langerwelligen Ultraviolett laBt nun vielleicht eine Schwierigkeit iiber- 
bricken, die sich der Annahme einer sensibilisierenden Wirkung der 
Porphyrine beim Zustandekommen der Hydroa aestivale entgegen- 
stellte. Es war hier immer davon die Rede, dab bei der Sensibilisation 
durch Porphyrine, als deren Reprasentant das Hamatoporphyrin 
untersucht worden war, jedenfalls auch sichtbare Strahlen mitbeteiligt 
seien. Da nun bei der Hydroa aestivale mit Porphyrinurie nach den 
tibereinstimmenden Angaben der Literatur ultraviolette Strahlen in 
Betracht kommen, so war zugleich die Annahme erforderlich, daB die 
Porphyrine, welche bei der Hydroa_ produziert und ausgeschieden 
werden, irgendwie fiir die langerwelligen Anteile des Spektrums desensi- 
bilisiert wiirden. Die ungleich geringere Sensibilisationskraft des [so- 
uroporphyrins und des Koproporphyrins in den sichtbaren Bezirken 
gegenuber dem Hamato- und Mesoporphyrin, laBt diesen Widerspruch 
als einigermaBen geklart erscheinen. Vielleicht hat in den mitgeteilten 


Versuchen auch der geringe Serumgehalt der Blutagarplatten es 
handelte sich um defibriniertes Hammelblut eine Rolle gespielt, 


da nach unseren Erfahrungen! die Desensibilisation des Hamato- 
porphyrins durch Serumzusatz in den sichtbaren Strahlenbezirken 
deutlicher erfolgt als im langerwelligen Ultraviolett. Vielleicht treffen 
hier auch beide Momente zusammen: An sich sehr schwache sensibili- 
sierende Wirkung des Iso-uroporphyrins und des Koproporphyrins im 
sichtbaren Lichte und besonders leichte Desensibilisationsmoéglichkeit 
durch Serum in diesen Strahlenbezirken. 


Zusammenfassung. 


1. Synthetisches | Mesoporphyrin, Iso-uroporphyrin und Kopro- 
porphyrin wirken photodynamisch auf Blutagarplatten. Die photo- 
biologische Wirkung der Porphyrine ist demnach den Porphyrinen 
selbst und nicht irgendwelchen Beimengungen zuzuschreiben. 

2. Die sensibilisierende Wirkung des synthetischen Mesoporphytins 
ist in den sichtbaren Strahlenbezirken wie im lingerwelligen Ultra- 


' Vel. Klin. Wochenschr. 1933, Nr. 1s. 
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ivlett ungemein stark. Synthetisches Iso-uroporphyrin und Kopro- 
orphyrin wirken schwach sensibilisierend im Bereich der Wellenlange 

365 mu. In den nicht sichtbaren Bezirken ist bei diesem Korper 
ait der verwendeten Versuchsanordnung nur eine auberst geringe 
msibilisierende Wirkung nachweisbar. 

3. Der Nachweis der weitaus tiberwiegenden  sensibilisierenden 
WVirkung des synthetischen [so-uroporphyrins und des Koproporphyrins 
in den Bezirken um 4 — 365 mya, der auberst geringen Wirkung in 
den sichtbaren Strahlengebieten, sowie der starken Desensibilisation 
des Hamatoporphyrins durch Serum in den sichtbaren Bezirken uber- 
brickt vielleicht eine Schwierigkeit, die sich der Annahme einer sensi- 
bilisierenden Wirkung der Porphyrine beim = Zustandekommen det 


Hyvdroa aestivale entgegenstellt. 
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Untersuchungen iiber die Wirkungen kleinster Kupfermengen 
auf den Siugetierorganismus. 


Von 
Hans Handovsky'. 


Uber die Wirkung kleinster Schwermetallkonzentrationen 
auf den Abbau von Glykogen in vitro. 


Von 
Daisy v. Cotzhausen und Ruth Sehallehn. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Cottingen.) 


(Eingegangen am 25, duli 1935.) 


Nachdem Handovsky nachgewiesen hatte, dab cinige Adrenalin- 
wirkungen (Hyperglykaimie, Skelettmuskelwirkung) an Kaninchen 
wesentlich verstarkt waren, wenn die Tiere chronisch mit kleinen 
Kupfermengen gefiittert worden waren, hatten wir die Aufgabe iiber- 
nommen, die ebendaselbst veréffentlichte Beobachtung naher zu unter- 
suchen, daB durch Kupfersalze auch Glykogen abgebaut werden kann. 
Wir haben darum die Einwirkung zunachst von Kupfersalzen, dann 
von anderen Schwermetallsalzen auf diesen Glykogenabbau im Reagens- 
glas studiert. Das verwendete Glykogen war das Praparat von Schering- 
Kahlbaum. 

Zunachst untersuchten wir den Glykogenabbau durch Muskel- 
preBsaft, wobei wir uns méglichst genau an die Angaben von Lohmann? 
hielten. Diese Versuche sollen jedoch in anderem Zusammenhang 
veréffentlicht werden: hier soll) nur erwahnt sein, das Adrenalin® 


' Handorsky. Win. Wochenschr. tl, 881. 1932; Verh. d. Deutsch. 
(res. f. inn. Med. 1933; Handorsky u. v. Cotzhausen, Arch. f. exper. Pathol. 
Pharm. 1933. 

2 Lohmann, diese Zeitschr. 178, 444, 1926. 

% Die reine Adrenalinbase wurde uns von Prof. Lautenschldger-Hochst 
in dankenswerter Weise zur Verfiigung gestellt. 
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Wirkung kleinster Schwermetallkonzentr. a. d. Abbau v. Glyvkogen 11] 


wirkungslos ist auf die Reduktionskraft des Muskelextraktes, es wirkt 
wich nicht auf Glykogen und auch nicht auf den Glykogenabbau durch 

Kupfer, dagegen verstarkt es die Reduktionskraft des Extraktglvkogen 

gemisches, aber nur in Gegenwart von Kupferionen, wofur folgendes 
rotokoll als Beispiel angefiihrt sei (‘Tabelle 1). 


Tabelle # 


(45 Minuten ber 38°: Reduktionskraft) entsprechend Milligrammiprozent 
Traubenzucker nach Hagedorn-Jensen.) 





Reduktionskraft 


feem Froschmuskelextrakt ......2.2.2.2.222.2.2424..,. 130 
tw " + Glykogen, 046°, .....2.2. 350 
. + - 10° mol CuSO, . 480 
1 a + ‘ + 107% mol. Cus, 
+ A@reneim 1:10 Me. ww ct wae eH Oe 630 
» Froschmuskelextrakt + Glykogen 046°, 2. 0... =... ) 
_ - + ‘ + Adrenalin 1:10 Mill. 0 
e zs + 10-7 mol. CuSO, + Adrenalin 
ERS hae OR. GI ee a ee ae ae eee we 0 


Nachdem sich bei diesen Versuchen ergeben hatte, dal eine 
Glykogenlésung durch Spuren CuSQ, instand gesetzt wird, Ferri- 
evankalium zu reduzieren, haben wir diese Erscheinung genauer unter- 
sucht und dabei folgendes beobachtet. 

L. Um Vergleiche mit den Extraktversuchen anstellen zu kénnen, 
haben wir auch diese Versuche ohne Extrakte in 0.9°, KCl ausgefiihrt, 
da sich die Muskelextrakte nach Meyerho{ besonders wirksam erwiesen, 
wenn die Muskeln nicht mit Wasser, sondern mit 0.9°, KCL verarbeitet 
wurden (vgl. unten). Unsere Versuche wurden also so ausgefiihrt, dal 
zu einer 046° igen Glykogenlésung in 0.9°,, KCL Schwermetallsalze 
in Konzentrationen 1.44.10 © bis 1.44.10 %m zugesetzt wurden: dic 
Losungen wurden 45 Minuten im Brutschrank bei 38° gehalten, dann 
nach Hagedorn-Jensen auf ihr Reduktionsvermégen gepruft. Es war 
fiir die Resultate belanglos, ob bei Zimmertemperatur oder bei 38° 
gearbeitet wurde: die Konzentration des Glykogens war in’ einem 
Intervall von 046 bis 0.09°, ebenfalls ohne EinfluB: ber der Arbeit 
mit 0.046°, Glykogen waren die Resultate wohl aus methodischen 
Griinden ungenau. Die ersten Versuche wurden mit CuSO, gemacht: 
die unterste Grenzkonzentration, die noch wirksam war, war 1.44 
. 10-9 mol.: 1.44.10? mol. war gelegentlich wirksam, 1.44.10 1! mol. 
CuSO, war stets unwirksam: die quantitativen Unterschiede in der 
Wirkung 1.10 4 und 1.10 %mol. waren sehr gering. Wir haben, 
um einen EinfluB des Glases auszuschalten, obwohl wir mit aus- 
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gedampften Jenaer Glasgefaben arbeiteten, auch Versuche in) Quarz 
gefaben angestellt, stets mit dem auch quantitativ gleichen Ergebnis 
Ein Beispiel aus einer gréBeren Anzahl von Versuchen  ergib 
Tabelle II. 
Tabelle Il. 





Zusammensetzung der Lésungen ; 
Reduktionskraft 


Glvkogen, 2 °/5 CuSO, 18.1007 KCI, 0,9 &\9 Ee 
ecm eem cem 
0.3 — 1.0 0 
0,3 0.4 0.6 27 


CuSO, vermag also, in Konzentrationen 10-4 bis 10% mol. Glykogen 
zu einem reduzierenden Stoff abzubauen: wird die Reduktionskraft aut 
Traubenzucker berechnet, werden = durchschnittlich 6 bis 10°, des 
vorhandenen Glykogens abgebaut. 

2. Von verschiedenen Schwermetallsalzen'! waren in Konzentra- 
tionen von 10-4 bis 10-%mol. nur Cupri- und Ferrisalze wirksam: 
Mangan-, Kobalt-, Zink-, Silber-, Quecksilbersalze waren unwirksam. 
Es wurden folgende Salze untersucht: 

Wirksam waren: CuSO,, Cu(NOg,).. Cu(CH,C OO), (Abbau 6. bis 
10°, des Glykogens, vgl. oben): unwirksam CuCl, (vgl. hierzu_ 4.). 

Wirksam waren: Fe,(SQ,)3. Fe(NOs)o. Fe(CH,COO),: meist, aber 
nicht immer, wirksam: FeCl, (vgl. hierzu 5.): Abbau 6 bis 10°, des 
Glvkogens, vgl. oben). 

Unwirksam waren: CoSQ,, Co(N Ox)o. 

Unwirksam waren: MnCl, MnSO,, Mn(N Os). 

Unwirksam waren: ZnCl, ZnSO, Zn(CH,COO),. 

Unwirksam waren: Ag,SO,, AgN Os. 

Unwirksam waren: HgCl,. 


Diese Versuche haben wir alle auch ohne Zusatz von KCl. also in 

H,O ausgefiihrt: qualitativ waren keine Unterschiede nachzuweisen, 

was Wirksamkeit oder Unwirksamkeit der einzelnen Salze anlangte, 

dagegen war der ,,Abbau” in KCl-Lésung stets ungefahr um 100°, 

groBer als in H,O. Dieser auch biologisch nicht uninteressante Befund 

dirfte auf der Dispersitatsgraderhéhung des Glykogens durch das 
i KCl beruhen: er soll noch eingehender untersucht werden. 

3. Wir haben auch die Einwirkung von Sauren, HCl und H,SO,, auf 

den Abbau des Glykogens untersucht: 1.5. 10°° mol. war stets unwirk- 


' Die verwendeten Salze waren stets die reinsten erhaltlichen von 
E. Merck-Darmstadt. 
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sam, erst 1.0 .10°° mol. eben wirksam. Eine Hydrolyse der Cu- und 
Fe-Salze kann also fiir die beschriebene Wirkung nicht mab- 
vebend sein. 


4. Auffallend war, daB CuCl, in Konzentrationen 10 ® bis 10-% mol 
im Gegensatz zu den anderen untersuchten Kupfersalzen stets unwirk- 
sam war. Leider ist die physikalische Chemie von Lésungen solch 
extrem niedriger Konzentrationen wenig aufgeklart: aber man weib, 
daB die Hydrolvse der Chloride wesentlich gréBer ist als die der Sulfate 
und Nitrate. Man kann also wohl annehmen, da CuCl, in diesen 
extremen Verdiinnungen vollkommen hydrolytisch gespalten ist und 
da dann nur Hydroxyd und keine Cu**-lonen vorliegen: um dies zu 
untersuchen, haben wir der Glykogen-CuCl,-Lésung unwirksame Mengen 
von HCl zugesetzt, um die Hydrolyse zuriickzudringen; tatsichlich 
sind diese Gemische wirksam gewesen, wie das Beispiel in Tabelle I] 





ergibt. 
Tabelle III. 
. iene > on Reduktionskraft 
Glykogen, 2°), 1,8 oa mol 1,8. . mol KCl. 0.9 entsprechend 
; mg-°') Trauben- 
eem eem com eem zucker 
0.3 a — 1.0 0 
03 0.4 _ 0.6 0 
03 -—- 0.4 0.6 0 
0.3 0,4 0,4 0.2 21 


Daraus geht auch hervor, daB es die Cu**-lonen sind, denen die 
Wirkungen zuzuschreiben sind: MnCl,. ZnCl, HgCl, waren auch in 
salzsauren Lésungen dieser Konzentrationen nicht wirksam. 


5. DaB die Ionen das Wirksame sind, dafiir sprechen auch die 
Befunde mit FeCl,. Eine 0.0047 mol. FeCl,-Lésung ist fast farblos: 
wurden die Verdiinnungen aus dieser Lésung gemacht. dann waren 
sie stets wirksam: sehr bald beginnt sich ein Eisenoxydsol zu bilden, 
das die Lésungen gelb farbt: dann wurden sie zunehmend unwirksamer., 
nach etwa 14 Tagen waren sie vollig unwirksam. 

6. Sehr auffallend war, da®B stets nur sehr kleine Mengen redu- 
zierender Substanz gebildet wurden, und zwar unabhangig von der 
Glykogen- und von der Cu-Konzentration: eine Erklarung  hierfir 
liefern Versuche, in denen wir den Glykogen-Kupfermischungen von 
vornherein Traubenzucker! oder Maltose zusetzten: diese sind namlich 
imstande; die Kupferwirkung vollig aufzuheben, wie das folgende 
Beispiel ergibt (Tabelle IV). 


! Saccharum amylaceum puriss. anhydr. pro injectione Werck. 


Biochemische Zeitschrift Band 265. S 





114 D. v. Cotzhausen u. R. Schallehn. 


Tabelle IV. 





: ; ’ Reduktionskraft 
Glykogen 10-* mol. CuCl, raubenzucker entsprechend 


mg-o mg-o, mg-° 5 Tranbenzucker 

460 . : 0 
460 1.44 - 29 
10 10 
‘ss ‘ 20 19 
-- 50 50 
. — 100 YS 
460 1,44 10 10 
460 1,44 20 20 
460 1.44 50 47 
460 1,44 100 98 

Die zugesetzten Zucker genau so wie Traubenzucker verhielt 


sich Maltose — und somit wohl auch die aus dem Glykogen entstehenden 
reduzierenden Substanzen — haben also ein vielfach gréBeres Bindungs- 
vermogen fiir Cu, so daB sie schon in kleinen Mengen den ganzen Vorrat 
binden und ihn fiir die Wirkung auf das Glykogen unwirksam machen. 

7. Welcher Art die entstehenden reduzierenden Substanzen sind, 
wird sich erst entscheiden lassen, wenn Mittel zur Verfiigung stehen, 
um Versuche im groBen anzusetzen, die reduzierenden Substanzen zu 
isolieren und chemisch zu identifizieren; es muB sich wohl unter dem 
EinfluB von Cu**- oder Fe***-lonen ein Oxydationsprodukt eines 


Kohlenhydrats bilden, dem reduzierende Eigenschaften zukommen; 
man wird da vielleicht an Glykuronsiure denken kénnen, oder, wenn 
die Auffassungen von Pringsheim und von Kuhn zu Recht bestehen, 
daB es bei dem Starkeabbau zuerst zu komplizierten Umwandlungen 
der intraglykosidischen Sauerstoffbriicken kommt, ist es durchaus 
moéglich, daB diese Umwandlungen durch die oxydationskatalytisch 
wirkenden Schwermetalle katalysiert werden (Handovsky). 
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Uber das Histon der Vogelerythrocyten. 


Von 
Th. Leipert und E,. Lebert. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der ..Ella Sachs-Plotz-Foundation for the 


advancement of scientific Investigation’* in Boston.) 


(Eingegangen am 25. Juli 1933.) 


Die Erythrocyten aus Vogelblut sind fiir Untersuchungen an Zell- 
kernen ein sehr geeignetes Material. Bei der erschépfenden Extraktion 
des Blutkérperchenbreies mit Wasser bleiben nur die Zellkerne neben 
wenig Stroma ungelést zuriick. A. AKossel (1) wandte deshalb bei 
seinen Untersuchungen tiber die Zellkernsubstanzen auch den Vogel- 
erythrocyten seine besondere Aufmerksamkeit zu. Er fand in det 
Kernmasse einen basischen EiweiBkérper und nannte ihn Histon 
Ahnliche Stoffe wurden spiter auch in anderem kernreichen Material 
entdeckt. Sie treten nie frei auf, sondern stets mit einer prosthetischen 
Gruppe salzartig verbunden. Diese Gruppe war bei allen bisher unter- 
suchten Histonen die Thymusnucleinsdure. 

Kossel gewann das Chlorhydrat des Erythrocytenhistons durch Aus 
salzen mit Kochsalz aus dem salzsauren Extrakt der Kernmasse. Er reinigte 
es durch Dialyse, wobei es wieder in Lésung ging, und tallte aus dem ein- 
geengten Dialysat durch Ammoniak das freie Histon. Die Substanz gab 
kraftige Biuret- und Millon-Reaktion, jedoch mur schwache Schwetelble: 
und Tryptophanreaktion. Der Elementarana!lyse nach enthielt sie 52.319), C, 


7.09°. H, 18.46°, N,0.65°,, Asche. In einer gemeinsam mit 7. Avwrokawa (2) 
durchgefiihrten Arbeit fanden wir diese Zahlen bestétigt. Unsere, nach 
Kossels Verfahren dargestellten Préparate gaben 51,88 (‘, 8,02 H, 
18,19°, N, O.88°, S und 0,68°,, Asche. Die Tryptophanreaktionen waren 
negativ, die Diazoreaktion positiv. Der Stickstotf verteilte sich auf folgende 
Fraktionen: Ammoniak-N 5,20°,: Melanin-N  0,61°,:  Nichtbasen-N: 
Amino-N 45,42°.. Nichtamino-N 4.64°..: Basen-N: Argimin-N 25,50 
Histidin-N 1,48°,. Lysin-N 17,20°,. Unter den Monoaminosauren be 
stimmten wir 5,26°,, Tyrosin. 


In der vorliegenden Arbeit versuchten wir das Erythrocyten- 
histon naher zu charakterisieren. Als Ausgangsmaterial fiir unsere 
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Untersuchungen diente ein Histonhydrochlorid, das aus dem salzsaure 
Auszug der Kernmasse tiber das Pikrat gewonnen wurde. 

Das Histonpikrat lost sich ahnlich den Protaminpikraten in Aceton 
wasser. Aus dieser Losung fallt das Histonchlorid auf Salzsiurezusatz au 
und kann durch Umfallen mit Aceton weiter gereinigt werden. Diese Dar 
stellung fiihrt rascher zum Ziele als Kossels Verfahren, und die Behandluny 
des Materials ist schonend. 

Das so gewonnene Histonchlorid ist ein weiBes, stiubendes, in 
Wasser lésliches Pulver, aschefrei und hat die elementare Zusammen 
setazung 50,11°, C, 750°, H, 17,21°, N, 0.473°, S, 7,57° Cl. Es 
gibt auBer den erwahnten Farbreaktionen auch noch die Reaktion det 
Sulfhvdrylgruppe mit Nitroprussidnatrium, die bei weniger schonenden 
Darstellungsmethoden in der Regel verloren geht. Tryptophan wat 
auch nicht in Spuren nachweisbar. 

Der ausgeprigt basische Charakter des Erythrocytenhistons war 
bereits A. Kossel aufgefallen und hatte ihn veranlaBt, das Histon an 
die Spitze einer eigenen Klasse von EiweiBkérpern zu stellen. Von 
den Protaminen unterschied es sich durch die gréBere Mannigfaltigkeit 
seiner Bausteine, von den eigentlichen Proteinen durch seine Basizitat. 
Diese ist bedingt durch den Reichtum an Basen-N, der bei unserem 
Praparat 45,10 °% vom Gesamtstickstoff ausmacht. 

25,02°,, des Gesamt-N entfallen auf das Arginin, 3,03°, auf das 
Histidin und 17,05°, aut das Lysin (Differenzbestimmung). Die Werte 
stehen in guter Ubereinstimmung mit den friiher mitgeteilten Analysen. 
Der héhere Histidinwert wurde direkt nach AKéssler und Hanke bestimmt 
und dirfte den tatsiachlichen Verhaltnissen naiher kommen. 

Die Menge an basischen Aminosiduren bringt es mit sich, daB nach 
der Theorie der Peptidbindung nicht simtliche Aminogruppen in die 
Verkniipfung einbezogen werden kénnen und daher ihre Basizitat frei 
betatigen. Kinen RiickschluB auf die Art dieser praformierten basischen 
Gruppen und eine gewisse Differenzierung erlauben die Verfahren zur 
Bestimmung des Aminosticksto/fs nach van Slyke, Sérensen und Will- 
stdtter, sowie die Bestimmung des Sdurebindungsvermégens des Histons. 
Eine Ubersicht gibt die Tabelle 1, die die Prozentanteile der einzelnen 
Stickstofformen, auf Histonchlorid und Gesamtstickstoff bezogen, 
wiedergibt. 

Tabelle I. 





1 2 3 4 5 6 7 8 
4 ; Basen-N 
Amino-N aus dem Basen-N Summe 
eee ‘ dae Arginin- aus der des 
Gesamt-N/ Amid-N | a ence Oe HCl- Basen-N 
van Slyke Sérensen  Willstditter Histidin- Bindung aus5 +6 


gehalt 


17,21 0,74 1,44 1,75 1,75 1,25 2.99 3,00 
100 4.28 8.37 10.05 10,16 7,27 17,37. 17,48 
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Der nach van Slyke mit salpetriger Sdure reagierende Stickstotf 
entspricht etwa der Halfte des Lysinstickstoffs. Danach miiBte beim 
Eryvthrocytenhiston nur eine Aminogruppe des Lysins an der Peptid- 
bindung beteiligt sein, wihrend die zweite Aminogruppe frei ist und 
der Menge nach fast die Halfte des salzsiurebindenden Stickstoffs 
umfaBt. Schon van Slyke und Birehard (3) behaupteten, der freie 
Aminostickstoff eines Proteins entsprache dem halben Lysinstickstoff. 
Doch kam Felix (4) bei einer Uberpriifung dieser Behauptung auf 
Kossels alte Ansicht zuriick, daB im allgemeinen eine derart einfache 
GesetzmaBigkeit zwischen Aminostickstoff und Lysinstickstoff nicht 
besteht. Sie ist zwar fiir einzelne Proteine wahrscheinlich, doch er- 
geben sich bei einer Reihe anderer EiweiBkérper groBe Differenzen. 
Gerade die Histone verhalten sich abweichend, und beim Thymushiston 
betragt der van Slyke-Stickstoff cin Mehrfaches des Lysinstickstoffs. 
Fir das Erythrocytenhiston jedoch scheint die Ansicht von van Slyke 
wiederum zuzutreffen. 

Die Formoltitration und die Titration in 90° jigem Alkohol nach 
Willstatter- Waldschmidt-Leitz fihrt zum gleichen Ergebnis, doch liegen 
die so ermittelten Amino-N-Werte héher als der van Slyke-N. Kin 
einfaches Verhaltnis zwischen beiden Werten ist auch nicht zu erwarten, 
da die Formoltitration nach Sdrensen auch andere Stickstoffgruppen 
erfaBt, die sich mit salpetriger Saure nicht umsetzen. So reagieren 
vom Imidazolstickstoff des Histidins 8 bis 10°, mit Formalin, was 
freilich bei dem geringen Histidingehalt des Erythrocytenhistons vicht 
allzusehr ins Gewicht fallt. Nicht zu vernachlassigen sind Prolin (Oxy- 
prolin), die sich mit 4,64°, N ebenfalls am Aufbau des Histons beteiligen 
und die, falls sie endstandig sind, mit ihrer freien Iminogruppe teilweise 
nach Sdrensen reagieren mibten. 

Aus dem Chlorgehalt errechnen sich auf 100 N-Atome 17,37 basische 
Stickstoffgruppen. Die Differenz zwischen diesem Wert und dem 
Maximalwert an basischem Stickstoff nach Sdédrensen baw. Willstatter 
stimmt fast genau auf die Summe des basischen, weder nach van Slyke 
noch nach Sérensen reagierenden, salzsiurebindenden Stickstoffs, wie 
er sich aus dem Arginin- und Histidingehalt des Histons errechnet. 
Daraus folgt, daB auch die Guanidingruppe des Arginins und die [mino- 
gruppe des Imidazolringes im Erythrocytenhiston frei sein muB. Fur 
die freie Iminogruppe des Histidins spricht auch der positive Ausfall 
der Diazoreaktion. 

Die angelagerte Salzsiure haftet verschieden fest an den einze!lnen 
basischen Gruppen. Ein Teil ist direkt mit Natronlauge titrierbar. 
Es ist nicht ganz sicher zu entscheiden, an welcher Stelle die Salzsaure 
fester gehalten wird und wo die Bindung lockerer ist, so dal die Saure 





cede tote 
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7,.10°,, des Gesamt-N. Es scheint zunichst bloBer Zufall, daB dies 
Zahl gerade der Summe des salzsiurebindenden Arginin- und Histidiy 
stickstoffs entspricht. Der gréBte Teil des nicht titrierbaren Rest: 
miBte dann an den freien Aminogruppen des Lysins haften. Unse: 
Vermutung gewinnt an Wahrscheinlichkeit durch die lingst bekannt 
Tatsache, daB auch beim Lysindichlorhydrat nur die Hiilfte der an 
gelagerten Salzsiure direkt titrierbar ist, wihrend die zweite Amin 
gruppe des Lysins die Saure fest bindet. 


titriert werden kann. Der titrierbare Anteil entspricht 1,22°,, N od: 


Wie alle lysinhaltigen EiweiBkérper zeigt auch das Erythrocyten 
histon eine besondere Reaktionsfihigkeit bei der Methylierung mit 
Dimethylsulfat nach Edelbacher. Dem Formol-N von 10,05°%, de: 
Gesamt-N steht eine N-Methylzahl von 22.95 gegeniiber. Macht man 
sich Edelbachers (5) Anschauung zu eigen, da bei der Methylierung 
die freie NH,-Gruppe in eine N(CH,)3-Gruppe iibergeht, dann zeigt 
auch das Erythrocytenhiston das gleiche Verhalten, das Edelhache) 
beim Thymus- und Gadushiston als charakteristisch hervorhebt. Es 
enthalt mehr formoltitrierbaren als durch Dimethylsulfat methylier- 
baren Stickstoff. Die gleichzeitig aufgenommenen Methoxylgruppen 
sind auBerst gering und fallen im die Fehlerbreite der Methodik. Aut 
100 N kommen 0,82 Methoxylgruppen. Da das Dimethylsulfat unter 
den von Kossel und Edelbacher gewihlten Bedingungen mit Carboxy]- 
gruppen nicht reagiert, scheinen im Erythrocytenhiston freie reaktions- 
fihige Hydroxyle, wenn iiberhaupt, so doch nur in ganz unbedeutender 
Anzahl vorhanden zu sein. Gestiitzt wird diese Ansicht noch durch das 
Verhalten des Histons bei der Phosphorylierung nach Rimington (6). 
Der minimale Eintritt von 1,20 Phosphoratomen auf 100 N-Atome 
spricht ebenfalls gegen die Anwesenheit zahlreicher veresterbarer 
Hydroxyle. 

Geringe Methoxyl- und Methylimidwerte miissen bei nativen Eiweil- 
kérpern mit gr6Bter Vorsicht gewertet werden. Die nach Aossel dargestellten 
Praparate unserer friiheren Arbeit zeigten durchwegs Methoxyl- und 
Methylimidspuren. Sie diirften in diesem Falle auf Alkohol zuriickzufiihren 
sein, der trotz intensiver Vakuumtrocknung hartnackig zuriickgehalten 
wurde. Bei unserem mit Aceton gefallten Priaparat zeigte sich wohl ein 
Absinken dieses fraglichen Methoxyl- und Methyvlimidgehaltes, ohne dai 
er jedoch véllig verschwand. In diesem Zusammenhang sei auch an die 
Untersuchungen von Skraup und spiter von Herzig (7) erinnert, die die 
Bildung fliichtiger Jodverbindungen von Leucin, Ghitaminsaure, Glykokoll 
und Tyrosin als Ursache eines vorgetaiuschten Methylimidgehaltes nach- 


weisen konnten. 


Kinen RiickschluB auf die praéformierten Carboxrylgruppen erlaubt 


das Veresterungsverfahren, wie es Felix (8) auf dem Prinzip von 
E. Fischers Aminosiiureveresterung auch bei intakten EiweiBkorpern 
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uit Erfolg anwandte. Das Histonmethylesterhvdrochlorid enthalt im 
\littel 165°, Methoxyl bei einem Stickstoffgehalt von 17,21°,. Auf 
100 N entfallen daher 4,33 veresterbare Carboxyle. Nach achttiagiger 
Behandlung mit Diazomethan gelang es nicht, den Methoxrylgehalt des 
Esters zu erhéhen. Es diirften daher durch die Veresterung tatsichtlich 
simtliche veresterbaren Carboxyle erfaBt worden sein. 

Der Methylimidgehalt des mit Diazomethan behandelten Praparates 
war jedoch wesentlich héher als der des mit Dimethylsulfat behandelten 
Histons. Er fiihrt zu einer N-Methylzahl von 31,73. Dal bei der lingeren 
Kinwirkung der atherischen Diazomethanlésung reaktionsfahige Gruppen 
freigelegt und nachtraglich methyliert worden sind, ist nicht anzunehmen. 
Auch gelingt es nicht, durch Behandlung des Esters mit Dimethylsulfat 
eine héhere N-Methylzahl zu erzielen, als sie die direkte Methylierung 
des Histonhydrochlorids mit Dimethylsulfat liefert. So bleibt nur die 
Méglichkeit bestehen, daB durch Diazomethan auch der basische 
stickstoff erfaBbt wird, der mit Dimethylsulfat nicht reagiert und der 
den Uberschu8 an formoltitrierbarem gegeniiber methylierbarem 
Stickstoff bei Edelbachers Methode bedingt. Unter diesen Umstinden 
verhalt sich auch beim Erythrocytenhiston Formol-N zu N-Methvl- 
zahl wie 1:3. 

Die rechnerische Auswertung der Analysenergebnisse zur Bestimmung 
des Mindestmolekulargewichts eines EiweiBbkorpers kann nur mit grobter 
Vorsicht angegangen werden. Der errechnete Wert gewinnt jedoch einiger- 
maBen an Wahrscheinlichkeit, wenn er sich nur auf die analytisch zuver- 
lassigsten Methoden stiitzt und wenn die Berechnung ciner Reihe von 
Komponenten auf Grund des gefundenen Molekulargewichtes zu moglichst 
ganzzahligen Verhialtnissen fiihrt. Berechnungen auf Grund des Verhatt 
nisses von Chlor zu Stickstoff fiithren zu einem Molekulargewicht von 
24.400 bis 24,500. Auch das Verhaltnis Arginin-N : Histidin-N weist auf 
ein Mindest molekulargewicht dieser GréBenordung mit etwa 300 Stickstoft- 
atomen, 19 Argininen und 3 Histidinen, womit die analytischen Ergebnisse 
gut in Einklang zu bringen sind. 





®'5 des Gesamt-N 


gefunden berechnet 
Arginin-N. ... 25,02 25,33 
Histidin-N. . . . 3,03 3.00 


Methodik und Analysen. 
Histonhydrochlorid. 


Die in der Kugelmiihle vermahlene Kernmasse wird mit 0.8 HCl 
erschépftend extrahiert, der saure Auszug mit Natronlauge neutralisiert 
und mit Pikrinséure versetzt. Nach mehrstiindigem Stehen wird dekantiert, 
das Pikrat abzentrifugiert und mit wenig Wasser gewaschen. Der feuchte 
Niederschlag wird in Wasser suspendiert und mit reichlich Aceton bis zur 
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Losung versetzt. Zweckmabig beseitigt man geringe unlésliche Res: 
durch Zentrifugieren. Man tallt durch Zusatz weniger Kubikzentimet: 
20° .iger Salzsaiure und zentrifugiert das ausgeschiedene Histonhyd: 
chlorid ab. Zur weiteren Reinigung lést man den Niederschlag in Wasser. 
versetzt mit Aceton und fallt mit Salzséure. Nach fiinf- bis sechsmalige: 
Umifallen ist der Niederschlag rein weil und die iiberstehende Fliissigk« 
vollkommen tarblos. 70g Hiihnerblutkerne gaben 25 g Histonchlorid. 


Kohlenstoff - Wasse rstoff. 


7,009 mg Substanz: 4,660 mg H,O, 7,39°,, H, 12,890 mg CO,, 50,16°,, ( 


6.255 ., ‘ 4.262 ,, H,O, 7.57%, H. 11,495 ., CO,, 50.10%, ¢ 
7,528 ., ” 5.107 ,, HO, 7.549, H, 13,820 .. COs, 50,07 °, ( 


Mittelwert: 7.50°, H, 50.11°, C. 


Stickstoff. 
5,105 mg Substanz: 6,26cem n/l00 HCl, 17,18°, N 
4,960 ., as 6,10) ,,) n/l0O0 HCl, 17,23°, N. 
Mittelwert: 17,21°, N. 
Die Mikrodumasbestimmung gab unbrauchbare, durchschnittlich un 
2°, zu niedrige Resultate. Der Wert lieB sich durch Kaliumchlorat nach; 
Pregls Vorschlag nur unwesentlich erhéhen. 


Schwefel (nach Friedrich). 
19,526 mg Substanz: 0,26cem n/45 NaOhH, 0.476°, S 
22,820 ,, os 0.30 ..) n/45 NaOH. 0.470°, S 
Mittelwert: 0,473°., S. 


Chlor (Carius, Rusznyak). 


13,176 mg Substanz: 4,044 mg AgCl, 7,59°% Cl 
6,448 .. ‘a 0,69 cem n 50 AgNO,, 7,60°, Cl 
7,142 ,, “ 0.76 ,, n/50 AgNO,, 7.52°, Cl 


Mittelwert: 7.57°, Cl. 


H ydrolyse. 


1.9834 g¢ Histon wurden 24 Stunden mit 20°, Salzséure hydrolysiert. 
Gesamt-N: 0.3404 ¢: Amid-N: 14,58 mg, 4.28°, des Gesamt-N. 


Arginin und Histidin. 

Die Phosphorwolframate der Hexonbasen werden mit Amylalkohol- 

Ather zerlegt und die Lésung auf 100 cem gebracht. 
Gesamt-N: 0,1535 g, 45,10°,, des Gesamt-N. 
10cem der Lésung werden zur Entfernung tiberschiissiger Salzsiure zut 
Trockne verdamptt, mit Wasser aufgenommen und mit Flaviansiure 
getallt. 
0,0742 ¢ Arginintlavianat, 0,00852 g¢ Arginin-N. 


In der Gesamtlésung: 0.0852 g¢ Arginin-N 25,02°,, des Gesamt-N. 
Nach Koéssler und Hanke enthalt die Lésung 10,32 mg Histidin-N 3.03 ° 
des Gesamt-N. 
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Basische r Ntich stott, 


Van Slyke-N. 


0094 o> L28cem N (21% 750mm) 1.44 Amino-N S.37 dles 
(resamt-N. 
aloe g: L28cem N (18® 753 mim) 1.46 Amino-N S.38 des 
CGesamt-N. 
i 
Formol-N. 
O.1041 ¢ verbrauchen bis zum Neutralpunkt 0.89 com nm LO NaOH 1.20 
N 6.96°. des Gesamt Nenach Formalinzusatz 1.29 ccm mn 1ONaOH 
174°, N 10.09 °. des Cresamt N. 
0.0094 verbrauchen bis zam Neutralpunkt O.9bcecm in lO NaOH 1.28 
N 7.40°,, des Gesamt Ni nach Formalinzusatz 1.22 ccm on lO NaOH 
) fy 10,.00°.. des Cresamt-N. 
Mittelwerte: 1.73°,, Formol-N 1O.05° des Cresamt-N. 
Willstatter-N. 
0.1037 ¢ verbrauchen bis zam Neutralpunkt O89 com mn LO NaOH 20 
N 6.96°.. des Gesamt-N; nach Alkoholzusatz 1.28 com n lO NaOH 
48° & 10.05°., des Cresamt-N. 
i 0.1015 ¢ verbrauchen bis zum Neutralpunkt 0.89 com in LO NaOH 1,23 
N 7.14°., des Gesamt-N; nach Alkoholzusatz 1.20 c¢cm mn lO NaOH 
76°, N 10.34°,, des Cesamt-N. 
W018 ¢ verbrauchen bis zum Neutralpunkt 0.88 com n 10 NaOH Bey 
N 7.04°.. des Gesamt-N: nach Alkoholzusatz 1.26 ccm n 10 NaOH 
Lje°% & 10.08 °., des Gesamt-N. 
Mittelwerte: direkt titrierbar: 1.22°,.N 7.10 des Cresamt-N, 
Willstatter-N : L.75*;, B De ce 
) Methylierung nach Edelbacher., 


2 ¢ Histonhydrochlorid werden in LOO cem 5° iger NaOH gelost und 
unter Eiskiihlung mit 15 ccm Dimethylsulfat ' , Stunde behandelt. Aushbeute 
L5Og. nach achtmaligem Umtallen mit Aceton. Willow- und Diazoreaktion 
negativ. Ammoniak erzeugt in der wasserigen Losung keinen Nieder- 


schlag mehr. 


Methowyl- und Meth ylimidbestimmung (nach Viebhock). 


15.4837 mye Substanz: O.B86cem n 50 Thiosulfat. 025°. CHO 
11.79 6. on 50 i” 3.82°., CH, /N 
S04], sy 0.22 . n/s0 - O29°. CHO 
6.000. mn ov = 3.33. C/o 
4,622 ,, nY O09 2. om 50 - O20°, CHO 
3.22 , n/S0 - 3,48°,. CH, /N 


Mittel aus diesen und zwei weiteren Analysen: CH ,O: 0.27 
CH,/N: 3,66° 


Ntichkstof P. 


4.725 ng Substanz: 5.08 cem n 100 HCI, 15.06 es 
5.105 ., $5 5.36 ., 2/100 MC, 14,71°, N. 


Mittelwert: 14.89°,, N. 








—— 
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) 
‘ — | 
Phosphorylierung nach Rimington, 
2y Histonhydrochlorid werden in 50cem Wasser gelost und zu dies: 
Losung im Laute von 6 Stunden unter EKiskihlung und dauerndem Rithre: 
5g Phosphoroxychlorid in) 40g Tetrachlorkohlenstoft zugesetzt. By 
Reaktion wird dureh Natronlaugezusatz eben alkalisch gegen Pheno 
phthalein gehalten. Nach Verdiinnen mit Wasser wird mit Aceton gefal! 
und das Rohprodukt durch achtmaliges Umtallen mit Aceton unter Salz ) 
saurezusatz gereinigt. Ausbeute 1.2 ¢. 
Stickstott, 
4.430 me Substanz: 35.2%c¢em n loo HCL 16.738 °.) N, 
D000, és 5.88) .. n LOO HCl, 16.47°. N. 
Mittelwert: 16.60°.. N. ) 
Phosphor, 
17,520 me: 5.025 mg Molvybdat, 042°.) P. 
24,625 ., 7.868 = 046°, P. 
Mittelwert: 0.44°., P. 
Veresterung nach Felix. } 
5e¢ Histonhydrochlorid werden in 100 cem absolutem Methylalkoho! 
suspendiert und in die gekiihlte Mischung unter dauerndem Riihren ein 
Strom trockenen Chlorwasserstoffs eingeleitet. Nach ' , Stunde laBt man 
absitzen, dekantiert, fiigt wieder absoluten Methyvlalkohol zu und = leitet 
eine weitere |, Stunde Chlorwasserstoff ein. Man saugt mit Hilfe eines 
(dasfilters ab, l6st das Rohprodukt in Wasser und fallt fiinfmal mit Aceton 
und Salzsaure um. 
Stickstoftt. 
5.134 mg Substanz: 6.30 c¢em n LOO HCI, 9% N, ) 


17.1 
5.190 rs 6.38 .,, n/l00 HCl, 17,22°, N. 


Mittelwert: 17.21°,, N. 


Methoxyl- und Methyvlimidbestimmung. 


8$.216mg Substanz: 0.945 me AgJ. L51°,, CHO, 
0,362 Ag J, 0,28°, CH, N. 
9,295 ., i 1,228 Ag J, 1.74°,, CH,0O. 
0.472 AgJ, 0.383°,. CH, N. 
9,182 ,, 5 1.183 Ag J. 1.70°,, CH,O. 
0.489 AgJ, 0.384°,, CH, N. 


Mittelwerte aus diesen und zwei weiteren Analysen: CH,O 1.65° 


CH, N 0,32 ° 


Methylierung des Histonesterhydrochlorids mit Diazomethan. 
lg Esterchlorid wird mit 30 cem einer atherischen Losung von Diazo- 
methan (entsprechend 3cem Methylnitrosourethan) tibergossen und untet 
haufigem Umschiitteln | Woche stehengelassen. Taglich wurde die gleiche 


Menge frischer DiazomethanlOsung zugesetzt. Das Rohprodukt wird 
mehrmals mit Aceton umgefallt. Ausbeute 0.6 ¢. 
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Stiekstott. 


7.318 mg Substanz: Sbbecem on loo HCL 15.53 5. 
hs a Fe 5.76 ,, n/1l00 HCl, 15.48 NN. 


Mittelwert: 15.51 i 


Methowgl- und Meth qlimidbestimimiuing, 
7.747 mg Substanz: 0.933 mg AgJd. 1.59 CHO, 
6.453 ,. AgJ. 5.32 CH. IN. 
Ae. Lso°. CH,O. 
Ay J, 5.22 CiH,/%. 
Mittelwerte: CH,O: 1.70! 


8.851 .. ‘ 1.2049 
7.238 


Zusammenfassung, 

An cinem uber das Pikrat gereinigten Praparat des Erythrocyten- 
histons wurden die verschiedenen Stickstofformen und das Salzsaure 
bindungsvermégen bestimmt. 45.10°,, des Gesamtstickstoffs sind 
Basenstickstoff. darunter 25.02°, Arginin-N. 3.03°,, Histidin-N und 
17.05°,, Lysin-N. Von Loo N-Atomen entfallen 4.28 auf den Amid- 
stickstoff. 8.37 N-Atome reagieren mit salpetriger Saure. Die Soreisen- 
und Willstdtter-Titration lassen 10.05 bzw. 10.16) basische Gruppen 
erkennen.  Doch weist der Chlorgehalt des Histonhydrochlorids auf 
17.37 praformierte basische Gruppen. Der can Slyke-N- entspricht 
dem halben Lysinstickstoff, so dab cine Aminogruppe des Lysins 
anscheinend frei ist. Die Differenz aus salzsiurebindendem Stickstoff 
und Formol bzw. Willstdtter-N weist auf freie Guanidingruppen des 
Arginins und freie Iminogruppen des Imidazolringes im Histidin. 
Die Methyvlierung nach Edelbacher fiihrt zu einer N-Methylzahl von 
22.95, die Behandlung mit Diazomethan dagegen zu dem = hoheren 
Wert von 31.73. Formol-N und methylierbarer-N verhalten sich daher 
beim Erythrocytenhiston etwa wie 1:3. Reaktionsfihige Hydroxyle 
sind, wie die Methylierung und Phosphorylierung zeigt. wenn tber- 
haupt, so doch nur in unwesentlicher Anzahl vorhanden. Auf 100 N 
entfallen 4.33) durch = methylalkoholische Salzsiure — veresterbare 


Carboxyle. 
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Weitere Untersuchungen 
iiber die biologische Wertung von Metallen. 


Ill. Mitteilung der Reihe: 


Die Wechselwirkung zwischen metallischen Werkstoffen und Lebensmitteln. 


Von 


J. Schwaibold und F., Fisehler. 
(Aus der Deutschen Forschungsanstalt fiir Lebensmittelchemie Miinchen.) 
(Eingeqangen am 27. Juli 1933.) 
Mit | Abbildung im Text. 


In der IL. Mitteilung! berichteten wir iiber Versuche, die sich mit 
der Einwirkung der Korrosionsprodukte bestimmter Metalle auf Lebe- 
wesen (Froschlarven) befaBten. 


Es wurden dabei Metalle untersucht. aus denen haufig Gebrauchs- 
gefabe hergestellt werden (Al, Zn, Fe, Sn. Cu). Hinsichtlich der biologischen 
Wirkung dieser Metalle bzw. deren Korrosionsprodukte auf die Versuchs- 
tiere hatten sich dabei sehr augenfallige Unterschiede ergeben, die Aluminium 
und Eisen in den Grenzen der untersuchten Korrosionsvorgange biologisec 
als indifferent erscheinen lieBen, ebenso das Zinn, wahrend Kupfer und 


Zink hierbei schon stark toxisch wirkten. Im Zusammenhang mit det 
Deutung der Ergebnisse wurde auf den groBen Unterschied dieses Tier- 
materials gegentiber Warmbliitern hingewiesen. Die hierdurch bedingte. 


mit Rueksicht auf eine umfassendere Auswertung der Ergebnisse verhaltnis 
mabig schmale Basis dieser Untersuchungen muBte bei ahnlicher Versuchs- 
anordnung durch Einmbeziehung anderer Metalle, insbesondere auch von 
giftigen Schwermetallen, verbreitert werden. Die Untersuchungen wurden 
auch noch aut Warmbliiter (weiBe Maus) ausgedehnt., was uns fiir eine 
Vergleichsmoéglichkeit der biologischen Wirkung ein und derselben Substanz 
bei Tierarten notig erschien, die sich so weitgehend unterscheiden. wie 
dies bei Warm- und Kaltbliitern der Fall ist. 


Gegentiber den genannten Metallen wurden die Untersuchungen 
jetzt auf Nickel, Blei, Silber, Quecksilber, Gold und Platin und die 
Legierung Messing ausgedehnt, wobei aus Dosierungsgriinden teilweise 
auch Salze der Metalle zur Anwendung gelangten. Die Korrosions- 


1 V1. Mitteilung. diese Zeitschr. 232, 240, 1931. 
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ntensitaten eines Teiles dieser Metalle Nickel, Blei, Silber gegen 
Leitungswasser bei Zimmertemperatur sind in der J. Mitteilung! fest- 
vestellt worden. Die Léslichkeit von Qecksilber ist) verhaltnismabig 
vering, und diejenige von Gold und Platin gehort zu den geringsten, 
die wir kennen. Auber mit Salzen der beiden letzteren wurden mit 
solehen von Aluminium. Zink, Nickel. Zinn, Blei und Quecksilber 
Versuche durchgefiihrt, teils um eine bestimmte Dosierung zu sichern. 
teils um eine hohere Konzentration des betreffenden Metalls zur Ein- 
wirkung kommen zu lassen, als dies durch Korrosion selbst der Fall 
ist. Tiermaterial und Versuchsanordnung hinsichtlich der Frosch- 
larvenversuche war im wesentlichen gleichartig wie friiher. Bei den 
Versuchen mit Mausen wurden die Tiere einzeln in’ Drahtkifigen ge- 
halten und die Metallsalze, in destilliertem Wasser gelést, zugefiihrt. 


Untersuchungen am = Kaltbliiter. 


Versuche mit Aluminium (AIC, . 6 HAO). Die Tiere wurden in Porzellan 
schalen gehalten. Bei jedem Wasserwechsel, etwa jeden zweiten Tag. 
wurden 20 mg Al Liter (als AICI, .6H,O) dem Zuchtwasser zugesetzt und 
jeweils erst 2 Stunden spiter Futter eingelegt. Es bildete sich gewohnlich 
nach einiger Zeit ein tlockiger Niederschlag von Aluminiumoxyvdhyedraten, 
In dieser Form wurde Aluminium von den Tieren auch zusammen mit dem 
Futter reichlich aufgenommen. Versuch mit acht Tieren vor 28. April 
bis 19. Juni 1931, an welchem Tage das letzte der Tiere metamorphosiert 
war. Auber einer etwas helleren Pigmentierung (durch py-Anderung 7) wat 
keinerlei Einwirkung und kein Untersehied gegentiber den WKontrolitieren 
festzustellen. Eine Wiedergabe der photographischen Autnahme der Tiere 
erlibrigt sich daher. Die Wagung der Tiere am 2. Juni ergalb ein relatives 
Gewicht von 99.7°,, gegeniiber den Kontrolltieren (l00° ).) Es hatte also 
durch Aluminiumverbindungen, die in diesem Falle von sauren Korper 
fliissigkeiten leicht gelést werden konnten, keine Schadigung der Versuchs 
tiere stattgefunden, trotzdem die Mengen. die zur Eimwirkung gelangten. 
sicher erheblich héher waren als bei den natiirlichen WKorrosionsvorgangen 
in den fritheren Versuchen. 

Versuche mit Zink (ZnSO,.7 He.O). Versuchsanordnung wie vor 
stehend. Zufolge der friiher festgestellten relativ toxischen Wirkung des 
Zinks wurde die Zugabe des Zinksalzes so gewahlt., dali | Liter des Zucht 
wassers 2g Zn enthielt. Versuch mit acht Tieren, Beginn am 7. Mai 1931 
Am 16. Mai waren die Tiere etwas kleiner und dunkler als die Kontrol! 
tiere. Dann traten auch krampfartige Erscheinungen aut. Am) LO. Jum 
war das erste Tier tot. Die Wagung aller Tiere an diesem Tage ergal ein 
relatives CGrewicht von 56.9°,, gegeniiber den Kontrolltieren (lage). Am 
12. Juni waren weitere drei Tiere tot. Die toxischen Erscheimungen hatten 
sich verstarkt. Zwei von den restlichen vier Tieren wurden weiterhin in 
Wasser ohne Zinksalzzusatz gehalten. Die Tiere mit) Zinksalz gingen arm 
26. Juni und 6. Juli zugraunde. Am 2. Juli war eines der beiden im gewolhn 
liches Wasser gebrachten Zinktiere tot. das zweite Tier begann gegen 
8. Juli — also nach etwa 4 Wochen — sich zu erholen und entwickelte 


1 |. Mitteilung. diese Zeitschr. 280. 136, 1931. 
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sich dann gut weiter. Die Versuche zeigen Ubereinstimmung mit) di 
truheren Ergebnissen durch die WKorrosionsprodukte von metallische: 
Zink, und es ist zu ersehen, dal} schon sehr geringe Zinkmengen sta: 
schadigend aut Froschlarven cinwirken. 

Versuche mit’ Messing (etwa 60°. Cu, etwa 40°, Zn). Versuch in eine 
Messingschale mit acht Tieren, Beginn am 27. April 1931. Am = 28. Apr 
waren alle Tiere sichtlch geschadigt. ahnlich. wie frither bei Anwendun 
eines nur aus Kupfer bestehenden Gefabes beschrieben wurde. Aim 29. Ap 
waren alle Tiere tot. Zutolge des hohen Kupfergehaltes des Messings i 
offenbar mcht mur das unedlere Zink, sondern sind auch merkliche Menge 
von Kupfer im Losung gegangen und haben eine ausgesprochene Kupte: 
vergiftung ber den Versuchstieren hervorgerufen. 

Versuche mit) Nickel (Ni baw. NiSO,.7H,O). Die WKorrosion vor 
Nickel ist unter den gegebenen Bedingungen sehr gering, wesentlich geringe: 
noch als ber Kupfer (vgl. 1. Mitteitlung). Ein Versuch mit acht Tieren wurd 
in-emer Schale aus Nickel durchgefiihrt. Beginn am 27. April 198). An 
2. Juni war das relative Gewicht der Versuchstiere 96.7°., gegeniiber der 
Kontrolltieren (100°.). Das Waechstum war demnach normal und auch 
im ubrigen unterschieden sich die Tiere nicht von den Normaltieren. Ein 
Versuch (acht Tiere) mit Nickelsalzzusatz (21mg Ni Liter) ergab ein anderes 
Resultat. Beginn am 7. Mai 1931. Am = 8. Mai waren die Tiere deutlich 
veschadigt (eingefallen) und ein Tier war tot. ebenso ein weiteres am 9. Mai. 
Am 16. Mai hatte sich ein Teil der tiherlebenden Tiere etwas erholt. Das 
relative Gewicht dieser Versuchstiere war am lO. Juni nur 60.2°,, gegen 
tiber den Kontrolltieren (100°.,) und jene wiesen eine erhebliche Hemmuny 
in. Wachstum und Entwicklung auf. sis zum 30. Juni verendeten noch 


drei Tiere. wahvrend die drei tiberlebenden am 30. Juni (zwei Tiere) und 
am 2. Juli zur Metamorphose kamen und etwas kleine, aber sonst normale 
Frosche ergaben. 

Die WKorrosion des Nickels unter den Versuchshedingungen ist demnach 
so gering, dal die Korrosionsprodukte keinerlei biologische Wirkung hatten. 
Die geringe Menge von 2 mg Ni Liter bewirkte aber schon deutliche Wachs- 
tums- und Entwicklungshemmung. Die Tatsache, dali mehr als die Haltte 
der Tiere wihrend des Versuchs eingegangen sind, erweist eine Giftwirkung 
dieses Metalls. Die Dosis diirfte aber als Grenzkonzentration angesehen 
werden, da die tibrigen Tiere die Metamorphose beendigen konnten. 

Versuche mit Blei | Pb baw. Pb(CH,COO),}. Mit diesem Metall wurden 
sowohl Versuche unter Zusatz von entsprechenden Dosen von Bleiacetat 
als auch unter der Wirkung des Metalls selbst durchgefiihrt. Beginn eine: 


ee te 


a b ¢ 


Abb. 1. 
a Versuch mit Pb, b Versuch mit Hg, ¢ Normaltier. 
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Versuchs mit acht Tieren in emer Bleischale am 27. April 1938b. Am: 29. April 
warem Tier verendet., am |. Mai ein weiteres, ber den tibrigen Tieren Wachs 
umesstillstand. Am 4. Mai war em drittes Tier in Odematosem Zustand ver 
sndet. den auch weitere Tiere aufwiesen. Vel. Abb. la nach emer photo 
sraphischen Auftnahme vor 8. Mai in der Durchsicht. Bis) zum 26. Mai 
waren alle Tiere tot, auch nachdem eimige davon in eine Porzellanschale 
nit reinem Wasser gebracht worden waren. Eime Wagung der Tiere. die 
kurz zuvor verendet waren, ergab am 26. Mat ein relatives Crowicht von 
11.0°,, gegentiber den Kontrolltieren (100°...) Die Wirkung der Korrosions- 
produkte des Bleies auf die Versuchstiere war demnach auberst schadigend 
ind auch nach verhaltnismabig kurzer Zeit irreparabel. Ein Versuch mit 
Bleisalzzusatz wurde mit einer Gruppe von acht Tieren bei einer Dosierunyg 
von 22mg Pb Liter als Bleiacetat durchgefiihrt. Beginn des Versuchs am 
7. Mai 1931. Am 16. Mai waren die Tiere dunkler pigmentiert und etwas 
kleiner als die WKontrolltiere, doch ohne sonstige makroskopisch bemerkbare 


Besonderheiten. Am 27. Mai waren sie schon erheblich kleiner als die 
Normaltiere und stark abgemagert bzw. eingefallen. Am & Juni betrug 
das relative Gewicht dieser Tlere 42.7°,, gegentiber den WKontrolltieren 


(100°,). Zwischen dem 78. Juni und 9. September verendeten sechs Tiere. 
zwel Tiere metamorphosierten. Diese Frésche hatten derart verkriippelte 
Extremitaten, dab ihr CGreebrauch ausgeschlossen war. Die Dosierung des 
Bleies war hier zweifellos geringer als bei dem Versuch mit metallischem 
Blei, aber offenbar schon an der Schwelle von akuter Vergiftung., wobei 
sich auch erhebliche individuelle Verschiedenheiten zeigten und eine Odem- 
bildung nicht auftrat. 

Das Blei bt dermnach die ihm sonst eigene Giftwirkung auch bet diesem 
Tiermaterial in vleicher Weise aus. 

Versuche mit Zinn (SnCl,.2H,O). Die trither angestellten Unter 
suchungen mit metallischem Zinn hatten keinerlei schadigende Wirkungen 
dieses Metalls erkennen lassen. Ein Versuch mit acht Tieren begann am 
7. Mai 1931 mit einem Zusatz von 2mg Sn Liter als Zinnehlortir. Bis zum 
10. Juni waren die Tiere etwas kleiner als die Kontrolltiere und wiesen 
diesen gegeniiber ein relatives Gewicht von &8.4°., aut. Sonst waren sie 
normal, SchlieBlich fand die Metamorphose durchschnittlich etwa 14 Tage 
spaiter statt als ber den WKontrolltieren, aber es entstanden vollig normale 
Frosche. 

Versuche mit Silber (Ag bzw. AgNQO,). Eine Gruppe vou acht Tieren 
wurde am 27. April 1981 in eine noch nicht gebrauchte Silberschale gebracht 
(', Liter Wasser). Nach | Stunde zeigten sich toxische Erscheimungen, 
wie Einrollen der Schwanzspitzen, gestorte (gehemmte) Bewegungstahizkeit 
ahnlich wie die trither beschriebene Wirkung des Kupfters. Nach 6 Stunden 
waren zwei Tiere tot, am 28. April weitere vier. Die restlichen zwei Tiere 
waren in sehr geschwachtem Zustande. Nun wurde Futter eingelegt. Im 
weiteren Verlauf erholten sich die Tiere wieder und entwickelten sich 
normal. Das Metall scheint durch irgendwelche E:mwirkung aut seine Ober 
flache unwirksam zu werden, denn in wiederholten Versuchen mit weiteren 
Tiergruppen konnte die urspriingliche Wirkung der Schale nicht reproduziert 
werden. Wurden Tiere ohne Futter wiederholt in) die Schale gebracht. 
nachdem diese jeweils zuvor mit Salpotersaéure und dann mit Thiosulfat 
ldsung behandelt worden war. so traten allmahlich allgemein schadiende 
Wirkungen in Erscheinung. Wenn auch die Tiere dabei verhaltnismabiy 
lange Zeit am Leben blieben, so ist doch die Wirkung bei der sehr geringen 
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Korrosionsintensitat des metallischen Silbers bemerkenswert. Die Ergebniss 
der Versuche mit Silbersalz waren sehr eindeutig. So wirkte ein Greha 
von Timg Ag Liter als Silbernitrat bei einer Gruppe von acht Tieren inne 
halb von 9 Stunden tédlich. Bei einem Cehalt von 0.5 mg Ag verendeter 
alle Tiere innerhalb von 6 Tagen. Die Erscheinungen waren dabei ahnlic! 
wie sie bet Kupfer beobachtet werden konnten, doch war die Giftwirkun 
des Silbers um ein Mehrfaches starker. 

Versuche mit Quecksilber (Hg baw. HgCl,). In einer Porzellanschal 
mit Sy Queeksilber wurde eine Gruppe von acht Tieren vom 29. April 193! 
an gehalten. Nachdem sich am lL. Mai keinerlei Wirkungen zeigten, wurd 
das Quecksilber durch EimgieBen in eine flache Glasschale feiner zerteilt 
Am 5. Mai war Wachstumsstillstand eingetreten, die Tiere zeigten dunkl 
Pizmentierung und Jeichte Verkritmmungen. Am 10. Mai war ein Tier 
tot. Am 16. Mai waren die Tiere stark eingefallen und ein Teil schwarz 
pigmentiert. Am 26. Mai waren alle Tiere tot. Das relative Gewicht de) 
kurz zuvor verendeten Tiere betrug 9.8°,, gegeniiber den Kontrolltieren 
(100°). Im Abb. Lb sind zwei dieser Tiere abgebildet. Unter Beriicksichti 
gung der geringen Loéslichkeit von Quecksilber in Wasser ergibt sich eine 
starke toxische Wirksamkeit des Metalls auch gegeniiber dieser Tierart. 
Ein Versuch mit HgCl, (2 mg Hg Liter) gibt einen gewissen Anhalt fiir die 
hierbei wirksamen Mengen. Beginn am 7. Mai 1931. Am 8. Mai wiesen alle 
Tiere eine dunklere Pigmentierung auf und waren stark eingefallen. Diese 
Erscheinungen waren am 9. Mai noch ausgepragter, und ein Tier war ver- 
endet.. Zwischen dem 10. und 12. Mai starben die iibrigen Tiere. Die Kon- 
zentration von 2mg Hg Liter wirkte also in fiinffach kiirzerer Zeit todlich 
als die Gegenwart von 8g metallischen Hg. In beiden Fallen ist eine aus- 
yvesprochene Giftwirkung dieses Metalls auch bei dieser Tierart festgestellt 
worden. 

Versuche mit Gold (AuCl,). In mehreren Versuchen mit Zusiatzen vou 
Groldsalz in einer Menge von 2mg Au Liter als AuCl, konnte keinerlei 
Wirkung des Metalls auf die Versuchstiere beobachtet werden. In dieser 
Reihe ist also das (Gold unter die Zahl der relativ indifferenten Metalle 
zu setzen. 

Versuche mit: Platin (Pt baw. PtCl,). Versuche in einer Platinschale 
verliefen erwartungsgemaB, da keinerlei Wirkung auf die Versuchstiere 
erfolgte. Ein Versuch mit acht Tieren wurde bei einer Konzentration von 
2img Pt Liter als PtCl, durchgetiihrt. Beginn am 7. Mai 1931. Am 8. Mai 
waren die Tiere etwas eingefallen und die Schwanzenden leicht eingerollt. 
Diese Erscheinungen waren bis zum 16. Mai teilweise wieder verschwunden. 
Wachstum und Entwicklung der Tiere war weiterhin etwas uneinheitlich 
und gegentiber den Kontrolltieren weniger fortgeschritten. | Sarmitliche 
Tiere vollendeten die Metamorphose zwischen dem 17. Juni und 3. Juli. 
die Kontrolltiere zwischen dem 11. und 16. Juni. Die Wirkung des Platins 
bestand demnach nur in voriibergehender Giftwirkung auf die noch Jungen 
Tiere und spiter in einer maBigen Hemmung der Entwicklung. 


Untersuchungen am Warmbliiter. 


Versuche mit Bley |Pb(CH,COO), .3H,O}). Die Fiitterung der Versuchs- 
tiere (weiBe Maus) bestand aus ganzem Hafer, zeitweilig etwas Brot und 
Speck. Die Dosis von et wa 0.41ng Pb taglich erhielt ein Tier vom 2. Oktober 
1938. an. Am 6. Dezember zeigte sich merkliche Hemmung der Bewegungs- 
fahigkeit und Temperaturabtall, ohne vorausgehende besondere Erschei- 
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mungen. Am 8. Dezember verendete das Tier. Das Worpergewicht war 
dimahhch von 19 aut 12 ¢ gesunken. Wie Sektion brachte keme makro- 
kopisch feststellbare Verdinderungen zutage. Ein Versuch mit einer 
Dosierung von O.S mg Pb taglich endete in gleicher Weise am &. Dezember 
wi einer Gesamtdauer von nur 14 Tagen (Beginn 24. November). Gewichts- 
tbfall von IS auf 12.5 g. Das Versuchstier mit einer Dosierung von etwa 
L.6meg Pb taglich blieb dagegen wesentlich linger am Leben, namlich vom 
19, Dezember 1931 bis 23. Mai 1932. Obne dali vorher besondere Erschei- 
nungen aufgetreten waren, machten sich gegen 30. April einseitige Lahmungs 
erscheinungen bemerkbar, die als Encephalitis saturnina anzusprechen sein 
dirften. Bei geringen Reizen erfolgten hettige Rollbewegungen um die 
Liangsachse. Gleichmabiger Gewichtsabtall von 18.5 aut 14,5 g. In ahinlicher 
Weise endete ein Versuch mit einer Eingabe von etwa 0.21mg Pb taglich, 
der am 4. Dezember 1931 begann. Am 20. April 1982 traten die eben be- 
schriebenen Erscheinungen auf. Nach kurzem Aussetzen der Pb-Zufuht 
und Fiitterung mit Mileh und Brot (Koérner konnten nicht mehr zernagt 
werden) trat Besserung ein bei Weiterbestehen der einseitigen Lahmung. 
Kinige weitere Pb-Dosen verursachten schlieBlich ganzliche Lahmung. 
stark geschwachte Atmung und Sinken der WKorpertemperatur. | Durch 
subeutane Injektion von 30 mg Traubenzucker trat im Verlauf von 2 Tagen 
weitgehende Wiederherstellung ein ber Weiterbestehen emer Lahmung der 
rechten Vorderextremitaét. Als spater weitere Dosen von Ph verabreicht 
wurden, verendete das Tier am 10. Juli 1982. Der Gewichtsabtall (von 
IS bis 15 ¢) war wahrend des Hauptteiles der Zeit nicht erheblich. Wahrend 
der letzten Tage sank das Gewicht aber auf 10 gab. Die Tierkorper wurden 
naB zerstért und eine elektrolytische Isolierung des mutmablich gespeicherten 
Bleies versucht. Auber einer unwagbaren Menge in einem Falle konnte 
aus keinem der Tiere Blei isoliert werden. Die jeweils in CGesamtorganismus 
enthaltene Menge war demnach weniger als ling. Unter Beriicksichtigung 
der vorhandenen individuellen Schwankungen kann gesagt werden, dal 
die Versuchstiere verhaltnismaBig widerstandsfahig gegen Blei waren. 


Versuche mit Kupfer [(Cu(CH,COO),.5H,O}. Es wurden bei ver- 
schiedenen Versuchstieren Eingaben von 1,6 bis 0,05 mg Cu taglich vor- 
genommen, wobei die Dosis 0,2 nach lingerer Wirkungslosigkeit auf 3.2 mg 
erhéht wurde. Der Versuch mit 1,6mg begann am Il. September 1931. 
Es erfolgte ein allmahlicher Gewichtsriickgang von 20 bis I7 g (17. No- 
vember). Am 9% Dezember verendete das Tier bei eimem Gewicht von 15 x, 
nachdem wahrend der beiden vorhergehenden Tage eine betrachtliche 
Laihmung der Bewegungsfahigkeit eingetreten war. Ks wies eine bemerkens- 
werte verkrampfte Haltung auf, indem es ventral auberordentlich zu- 
sammengekriimmt war. Der makroskopische Befund bei der Sektion 
ergab, daB die Leber etwas, die Milz starker vergréBert war. Ein Versuch 
mit einer taglichen Dosis von 0.8 mg Cu begann ebenfalls am 11. November 
1931. Dieses Tier verendete unter atinlichen Erschemungen und am gleicnen 
Tage. wie es bei dem zuerst angeftihrten Versuch der Fall war. Der Sektions- 
befund war ebenfalls der gleiche. Ein dritter Versuch mit einer Dosis von 
O.4mg Cu begann am I! November 1931; das Versuchstier verendete 
am 13. Dezember, also nur wenig spater als die Tiere mit einer Dosis von 
1.6 bzw. O.S mg Cu taglich: die Erscheinungen waren dhnlich wie ber diesen, 
Bei einem weiteren Versuch mit einer taglichen Dosis von 0,2 mg Cu zeigten 
sich nach einem Beginn am 11. September bis 24. Novernber 1931 keinerle: 
anormale Erscheinungen. Nun wurde die bisherige Dosis von 0.2 aut 3.2 mg 
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erhoht. Nach dauerndem CGewichtsverlust von 17,5 bis 12 g¢ verendet: 
das Tier am 21. Januar 1932 unter gleichen Erscheinungen. wie bei der 
schon angeftihrten Versuchen. Niedrigere Dosen blieben auch nach lange: 
Versuchszeit ohne Einwirkung. Die Untersuchung der Tierkadaver au! 
Cu wie oben bei Blei ergab in keinem Falle einen positiven Befund. di: 
tatsachlich vorhandenen Mengen waren demnach kleiner als Img Cu. und 
es mul daher eine entsprechend rasche Ausscheidung der zugefiihrte: 
Metallmengen stattgefunden haben. 

Versuche mit Quecksilber (HgCl,). Es wurde nur ein Versuch, beginnend 
am 7. Juni 1932, mit einem noch nicht ausgewachsenen Tier von 12 ¢ 
Gewicht durchgeftihrt, Dosis 0,6 mg. Am 2. November wurde ein Héchst 
gewicht von 19 g erreicht, das weiterhin beibehalten wurde. Am 4. Juli 1933 
wurde das Tier getétet. Es waren bis dahin keinerlei toxische Wirkungen 
in ursaéchlichem Zusammenhang aufgetreten. Die Sektion ergab auBber 
einer leichten Vergr6Berung der Milz und einer etwas stirkeren der Leber 
sowie hyperaimischen Erscheinungen in den Nieren keine bemerkenswerte 
makroskopische Befunde. Nach Zerst6rung mit dem Chlorverfahren erga! 
die unter geeigneten Bedingungen vorgenommene Behandlung mit H,.S 
ein negatives Resultat. Es war demnach keine betrachtliche Speicherung 
des Metalls in diesem Tierorganismus erfolgt. 


Zusammenfassung. 


Nachstehend werden die verschiedenen Beobachtungen und Fest- 
stellungen miteinander in Beziehung gesetzt und die sich daraus er- 
gebenden SchluBfolgerungen besprochen. 

1. Es ergab sich in Versuchen an Froschlarven, daB durch eine 
Al-Salzkonzentration von 20 mg Liter Al keinerlei Schadigung der 
Versuchstiere eintrat. Dieses Ergebnis ist als weiterer Beweis fiir die 
biologische Indifferenz des Aluminiums zu betrachten. Kin gleiches 
Ergebnis zeitigten die Versuche verschiedener Autoren an Warm- 
bliittern, worauf in der zweiten Mitteilung hingewiesen wurde. Die 
neuverlichen Angaben iiber chronische Vergiftungen beim Menschen 
durch Aluminium von L. Spira! widersprechen sonstigen Erfahrungen 
so sehr, daB hier nicht naher darauf eingegangen werden soll. 2. Die 
Versuche mit Zinksalz schaidigten gleichartig wie die natiirlichen 
Korrosionsprodukte des Metalls. Es ergab sich, dap schon eine Kon- 
zentration von 2mg Zn Liter stark schadigend wirkt, in der Weise, dap 
nach etwa 4 Wochen Wachstum und Entwicklung véllig gehemmt sind 
und die Tiere allmahlich absterben. Zu diesem Zeitpunkt ist die Schadi- 
gung noch nicht endgiltig, und es kann Erholung der Tiere eintreten. 
Versuche an Warmbliitern im Rahmen dieser Untersuchungen stehen 
noch aus. Neueste Untersuchungen? ergaben, daB Zink fiir das Wachs- 
tum des Warmbliiters nicht benétigt ist (Zn-Mangelversuche an Ratten). 





1 Leo Spira, London, John Bale Sons u. Danielsson, 1933. 
2 J. M. Newell u. E. V. McCollum, J. Nutrit. 6, 289, 1933. 
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». Aus der deutlichen Hemmung von Wachstum und Entwicklung und 
ilweise tédlichen Wirkung von Nickelsalz auf Froschlarven in’ einer 
Konzentration von 2mg Ni Liter ist zu ersehen, dapi Nickel merklich 
oxische Bigenschaften besitzt, ohne diejenige der typisch giftigen Schwer 
metalle zu erreichen.  Entsprechende Versuche an Warmbliitern mit 
diesem Metall sind hier noch nicht durchgefiihrt worden. 4. Die Korro- 
sionsintensitit des Bleies ist in der ersten Mitteilung bei gewéhnlicher 
lemperatur als nicht unerheblich ermittelt worden, starker als bei 75°, 
in Abhangigkeit von der CO,-Konzentration. Diese Korrosions produkt 
waren von erheblicher Giftwirkung, derart, dap bei einem Versuch =. B 
simtliche Tiere innerhalb I Monats getétet wurden. Hierbei bildet sich 
haufig ein 6dematéser Zustand aus, fiir diese Art von Vergiftung offen- 
har spezifisch, und zwar in besonderer Abhangigkeit von den Kon- 
zentrationen. In Versuchen mit Bleisalzzusdtzen wurde festgestellt, dap 
cine Konzentration von 2 mg Pb Liter fiir die Mehrzahl der Versuchstier: 
innerhalb von 6 Wochen tédlich wirkt, den Rest stark und irreparabel 
schadigt. Die Ergebnisse der Parallelversuche an Mausen kénnen als 
im wesentlichen gleichsinnig angesehen werden. Tagliche Dosen von 
0.2 bis 16mg Pb per os wirken mit Sicherheit t6dlich, wobei starke 
individuelle Unterschiede auftreten, wie sie auch Fees! beobachtete. 
Da aber z. B. eine Dosis von 0,2 mg bei der Maus einer solchen von 
etwa 0,8 g beim Menschen entsprechen wide, so ist damit eine wesentlich 
héhere Widerstandsfahigkeit der Maus erwiesen. Die angestellte 
chemische Untersuchung weist darauf hin, daB auch nach Monaten 
keine erhebliche Speicherung von Blei bei dieser Tierart stattfindet, 
was wir auf eine rasche Ausscheidung des Metalls infolge intensiveren 
Stoffwechsels zuriickfiihren méchten. 5. Zinn zeigte sich als verhaltnis- 
miapig indifferent, indem cine Konzentration von 2 mq Liter nur cine 
geringfiigige Hemmung von Wachstum und Entwicklung verursachte. 
6. Die an der Maus durchgefiihrten Versuche ergaben eine sehr viel 
gréBere Widerstandsfaihigkeit als Froschlarven gegeniber Kupfer. 
Verhaltnismapig kleine Dosen (0,2 mg taglich) wirkten aber auch gegeniiber 
dieser Tierart stark toxisch, gréBenordnungsmapig dhnlich wic Blei, doch 
mit anderen Symptomen. 7. Silber zeigte gegeniiber Froschlarven cine 
noch stirkere Giftwirkung als Blei und Kupfer. Img Ag Liter wirkt 
auf eine gréBere Anzahl von Tieren in wenigen Stunden todlich. Im 
metallischen Zustande kommt diese Wirkung im allgemeinen nicht 
zustande, infolge von korrosionshemmenden Vorgingen noch un- 
bekannter Natur. 8. Die Korrosion von Quecksilber durch Leitungs- 
wasser ist trotz threr geringen Intensitdt ausreichend, um Froschlarven 


! BE. Fees, Naunyn-Schmiedebergs Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 
165, 583, 1932. 
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in kurzer Zeit zu toten (10 bis 20 Tage). Fin Gehalt von 2mg Hg Lite: 
als HgCl, wirkt in mehrfach kiirzerer Zeit als metallisches Quecksilbe: 
toédlich. Ein bis jetzt durchgefiihrter Versuch an der Maus zeitigte ei) 
bemerkenswert negatives Ergebnis, indem ein Tier 8 Monate hindurc! 
eine tagliche Dosis von 0.6 mg Hg als HgCl, erhielt, ohne deutlich 
Svymptome einer Vergiftung zu zeigen. Auch dieser Versuch weist au! 
eine Sonderstellung des kleinen Warmbliiters hin. Neuere Unter 
suchungen von M. Jacoby! ergeben eine weitere Méglichkeit, Metall 
wirkungen auf Fermente mit den hier untersuchten Wirkungen in 
vergleichende Beziehung zu setzen. Quecksilber, Silber und Kupfe 
waren dort auf Urease von gréBenordnungsmibig gleicher Giftwirkung 
(eine Untersuchung der Wirkung von Blei und Zink war nicht méglich) 
wahrend die Wirkung von Nickel und Eisen dagegen geringfiigig war. 
Das Verhalten ist demnach gegen Urease und Froschlarven gleichartig 
9%. Die Korrosion von Gold und Platin ist so gering, dap keine Wirkung 
auf Froschlarven erfolgt. Auch kleinere Mengen von Goldsalz sind ohne 
merkliche schadigende Wirkung, wahrend eine Konzentration von 
2mg Pt Liter schwache Giftwirkung zeigt bei geringer Hemmung det 
Entwicklung. 

Als wesentlichstes Gesamtergebnis der bisherigen Untersuchungen 
ist anzufiihren, daB Blei, Kupfer, Silber und Quecksilber sich gegeniiber 
dem Kaltbliiter (Froschlarve) als ausgesprochene Giftmetalle erwiesen 
haben, deren relative Wirkungsstirke von gleicher GréBenordnung ist, 
wobei sich eine Parallele ihrer Wirkung gegeniiber gewissen Fermenten 
findet. Kleine Warmbliiter (weiBe Maus) sind gegeniiber diesen Metallen 
wesentlich widerstandsfahiger, doch wirken sie in verhaltnismabig 
geringen Dosen ebenfalls als Metallgifte, wobei nur Quecksilber durch 
wesentlich geringere Wirkung eine Ausnahme zu bilden scheint. Diese 
héhere Widerstandsfahigkeit ist mutmaBlich auf die gréBere Intensitat 
des Stoffwechsels der kleinen Warmbliiter zuriickzufiihren, woraus 
gefolgert werden mu, daB die Ergebnisse solcher Versuche nicht ohne 
weiteres auf grobe Warmbliiter und den Menschen iibertragen werden 
diirfen; es scheint hier vielmehr eine gewisse Parallelitat der Wirkung 
beim Kaltbliiter einerseits und beim héheren Warmbliiter andererseits 
zu_bestehen. 


1 Diese Zeitschr. 259, 211, 1933. 
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Uber die oxydative Hemmbarkeit der Glykolyse und den 
Mechanismus der Pasteurschen Reaktion. 


Von 


Fritz Lipmann. 
(Aus dem biologischen Institut der Carlsberg Stiftung. Kopenhagen.) 
(ELingeqangen am 28, Juli 1933.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In dieser Arbeit habe ich den Versuch unternommen, die Méglich- 
keit einer chemischen Beeinflussung des glykolytischen Ferment- 
systems durch das Oxydationssystem der Zelle, die Atmung, zu unter- 
suchen. Denn im Falle einer oxydativen BeeinfluBbarkeit des glykolyti- 
schen Ferments erschien es méglich, die Pasteursche Reaktion (1) (7) (10) 
als oxydative Hemmung der Glykolyse aufzufassen. Hierzu mubten 
folgende Voraussetzungen erfiillt sein: Das glykolytische Ferment 
muBte oxydativ hemmbar sein, und zwar durch Oxydationsmittel 
einer Intensitat, wie sie der sauerstoffgesattigten Zelle zur Verfiigung 
stehen: die oxydative Hemmung muBbte reversibel sein. 

Die giimstigste Anordnung, um zu einer Beantwortung dieser 
Fragen zu gelangen, erschien mir, das glykolytische Fermentsystem, 
befreit vom Oxydationssystem der Zelle, mit Oxydationsmitteln  be- 
kannter Intensitaét zu behandeln. Besonders geeignet zu derartigen 
Versuchen erschienen die Meyerhofschen Muskelextrakte (2), die stark 
glykolysicren und in denen die Glykolyse unabhingig von der Gegen- 
wart von Sauerstoff ist. Weiterhin bot das Arbeiten mit Ferment- 
extrakten den groBen Vorteil, von den uniibersichtlichen Diffusions- 
verhaltnissen der lebenden Zelle unabhangig zu sein. 


1. Versuchsanordnung. 


Die Extraktion wurde genau nach der Meyerhofschen Vorschrift (2) 
ausgefiihrt. Zur Extraktion wurden die sorgfaltig entfetteten Bein- und 
Riickenmuskel junger Meerschweinchen verwendet, nachdem sich heraus- 
gestellt hatte, daB diese gut glykolysierende Extrakte ergeben. Die Halt- 
barkeit der Meerschweinchenmuskelextrakte war etwas verschieden. — In 
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Kis autbewahrt behalten sie durchschnittlich 5 Stunden ihre volle Wirk 
samkeit, Jedoch miissen die Muskeln sofort nach Herausschneiden gu! 
gekihlt werden, da die Aufspaltungsgeschwindigkeit des Co-Ferment 
ziemlich groB zu sein scheint. Die Extraktion wurde mit destillierte: 
Wasser, 1 + 1,5, vorgenommen, nachdem sich gezeigt hatte, daB KC! 
Extrakte weniger haltbar waren, und dali auch die Wasserextrakte kein: 
merkliche Eigenglykolyse besaBen. Die Milchséurebildung wurde in de: 
von Meyerhof beschriebenen Form manometrisch gemessen. Die Milchsaut 
werte sind dementsprechend in) Kubikmillimeter CO, angegeben, 1 em 
0,004 mg Milchsaiure. Nachdem einige Testversuche gezeigt hatten, da! 
die normalen Meerschweinchenextrakte bei Starkeglykolyse relativ wenic 
verestern, wurde von einer Veresterungskorrektur in allen Fallen abgeseher 
insbesondere da es sich hier nur um relative Messungen handelte und Vor 
versuche erwiesen hatten, da die im folgenden beschriebenen oxydative: 
Hemmungen nicht von einer Esteranhautung begleitet sind. Zum Versuch 
kamen in den tiblichen Warburgschen AtmungsgefaBen 1,2 cem Extrakt 
in etwa 2cem Fliissigkeit zur Verwendung, die 0,04 mol. Bicarbonat ent 
hielten. Die Gasgemische enthielten 5°, CO,. Die Versuchstemperatut 
betrug 25°C. Die Glykolyse wurde durch Einkippen von 0,2 cem 4° iger 
Starkel6sung in Gang gebracht. Der durchschnittliche Retentionsfaktor 
war 1,7. Wenn nicht anders verzeichnet, wurden die Zusatze etwa !/, Stunde 
vor Versuchsbeginn (Einkippen der Stirkelésung) zum Extrakt zugegeben. 


2. Uber die Wirkung von Jod und Chinon auf die Glykolyse. 


In den Versuchen dieses Abschnittes wollte ich mich in groBen 
Ziigen iiber die Méglichkeit der einleitend skizzierten Vorstellung vom 
Mechanismus der Pasteurschen Reaktion orientieren. Chinon wurde 
als Oxydationsmittel gewahlt, da Chinon bei gewissen Organismen 
nach den Versuchen der Wielandschen Schule (3) den Luftsauerstoff 
zu ersetzen vermag, also an Oxydationsintensitit dem oxydierten 
Atmungsferment Warburgs (10) nahezustehen scheint. Da der Extrakt 
leicht oxydierbare Gruppen enthalt, insbesondere die in gréBerer 
Menge vorhandenen SH-Gruppen Chinon reduzieren, erschien es not- 
wendig, um die aktuelle Konzentration des Oxydationsmittels zu 
beurteilen, gleichzeitig mit der Untersuchung der Wirkung auf die 
Glykolyse orientierende S H-Bestimmungen vorzunehmen. Dies geschah 
in der Weise, daB nach Beendigung des Versuchs direkt im Extrakt 
nach Sittigung mit (NH,),SO, in der iiblichen Weise die Nitroprussid- 
reaktion angestellt wurde. Tabelle I, Versuch 1, zeigt die Wirkung 
steigender Chinonkonzentration auf die Glykolyse. In der letzten 
Spalte ist der Ausfall der Nitroprussidreaktion verzeichnet. Ein Ver- 
gleich mit der Hemmungswirkung ergibt, daB erst nach Verschwinden 
der SH-Reaktion eine Hemmung der Glykolyse auftritt. In Versuch 2 
der Tabelle [ war so verfahren, daB im Vorversuch diejenige Chinon- 
konzentration festgestellt wurde, die nach kurzer Einwirkungsdauer 
die Nitroprussidreaktion gerade zum Verschwinden bringt. — 1,2 
. 10-4 aeq. p. L. Chinon (Mol = 2 Aqu.) lieBen die SH-Reaktion gerade 
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Tabelle 1. 


Hemmung der Extraktglykolyse durch Chinon und Jod. 





; F Oxydations- co Hemumung Nitroprussid 
Nr. Zusatz iiquivalent p. L emm f reaktion 
1 —- 213 
Chinon 044.10 20) 6 4 
Le ..0 280 0) schwach 
49 .10°° 3 84 ae 
2 _ 376 |. 
Chinon is. 36 SS pes 
3 — 30 ! 4. 
Jod 09 .10°' 260 13 schwach + 
is .0? 17 G4 a 


verschwinden, die gleiche Konzentration bewirkte am gleichen Extrakt 
eine Glykolysehemmung von 90°,.  DaB die Glykolyse unabhingig 
von der Gegenwart von SH ist, wurde von Lohmann (4) gezeigt. 
Dieser Befund konnte haufig im Verlauf dieser Versuche  bestitigt 
werden, da in einer Reihe von Versuchen gut glykolvsierende Extrakte 
gefunden wurden, die voéllig frei von SH waren. Als Beispiel mége 
Versuch 3, Tabelle IIT dienen. Auch konnte die einmal eingetretene 
Chinonhemmung durch Zugabe eines Uherschusses von Cystein nicht 
wieder riickgingig gemacht werden. Da somit die Glykolyse unab- 
hingig von der Gegenwart von SH ist, ist zu schlieBen, daB Chinon 
das glykolytische Ferment durch Oxydation inaktiviert. Es wird hier 
haufig der Kirze halber von einer Oxydation des glykolytischen Fer- 
ments gesprochen werden, wobei es vorliufig offen bleibt, an welcher 
Stelle im glvkolysierenden System die Oxydation angreift. 

Vollkommen analoge Verhaltnisse wurden fiir die Wirkung von 
Jod gefunden (Tabelle I, Versuch 3). Die hemmenden Grenzkonzentra- 
tionen fir Jod und Chinon entsprechen gleichen Oxydationsiquivalenten, 
Fiir beide Oxydationsmittel gilt, daB die Affinitat zu SH. gréBer 
ist als zum Ferment. Die Affinitat zum Ferment mui} jedoch sehr 
groB sein, da schon ein geringer Uberschu8 an Oxydationsmittel geniigt, 
um die Glykolyse zu hemmen. Ebenso wie die Wirkung von Chinon 
und Jod ist auch die Lundsgaardsche Jodessigsiurehemmung (5) als 
eine Oxydation des glykolytischen Ferments aufzufassen. Jedoch ist 
die Affinitat der Jodessigsiure zum Ferment gréBer als zu SH. da 
Lohmann (4) kiirzlich gezeigt hat, daB selbst in Gegenwart der zehn- 
fachen Menge von Glutathion die Jodessigsiurehemmung kaum beein- 
trachtigt ist. Hieraus ergibt sich auch, da man mit viel geringeren 
Konzentrationen dieser Substanz eine Hemmung erzielt als bei Ver- 
wendung von Jod und Chinon. 
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In Tabelle I] sind Phosphatbestimmungen in jod- und chinon 
vergifteten Extrakten wiedergegeben. —Saurelabiles ~— anorganisches 
Phosphat wurde kolorimetrisch bestimmt. In beiden Fallen war dix 
Glykolysehemmung annihernd komplett. In beiden Fallen war bilanz 
malig eine geringe Menge Phosphat abgespalten. 


Tabelle IL. 


Phosphatumsatz bei der Glykolysehemmung durch Jod und 


Chinon. 





Phosphatinderung 


=e-? mg-P 
Anfangswert ..... 0,524 
Ohne Zusatz ...... 0,468 — 0.056 
12.10? nJod....-. 0.552 + 0,028 
Anfanyswert . ... . 0,624 
Ohne Zusatz . ..... 0,453 — 0181 
0,72.10°% mChinon . . 0,655 + 0,031 


3. Die Hemmung der Extraktglykolyse durch Oxydoreduktionssysteme in 
Gegenwart von Sauerstoff. 

Kinleitend wurde darauf hingewiesen, daB nach den Versuchen 
von Meyerhof in Muskelextrakten die Glykolyse unabhingig von 
der Gegenwart von Sauerstoff ist (s. auch Versuch 1, Tabelle III). 
Setzen wir nun einem Muskelextrakt einen relativ positiven Redox- 
indikator der Clarkschen Reihe (6) in einer Konzentration von etwa 
10-3 mol. zu — als besonders geeignet erwies sich 2, 6-Dichlorphenol- 
Indophenol —, so zeigt sich, daB er in Stickstoff im Laufe von 10 bis 
20 Minuten zur Leukoverbindung reduziert ist, wihrend in Sauerstoff 
die Farbtiefe sich nicht wesentlich von der einer gleichkonzentrierten 
wisserigen Loésung unterscheidet. In Stickstoff vermag somit der 
Extrakt das Redoxpotential aus dem Bereich des Farbstoffs heraus- 
zuziehen, in Sauerstoff nicht. Wird dem entfirbten Extrakt wieder 
Sauerstoff zugeleitet, so tritt mit der Zeit die Farbung wieder auf. 
Die Oxydation des Farbstoffs ist nicht oder nur in sehr geringem Mabe 
von einer Sauerstoffiibertragung begleitet, denn, nachdem die Farbe 
wieder maximal geworden ist, ist nur eine geringe bzw. gar keine Sauer- 
stoffaufnahme zu messen. Diese Anordnung erschien nun sehr geeignet, 
die Oxydationstheorie der Pasteurschen Reaktion auf ihre Richtigkeit 
zu priifen. Denn einerseits sollte nach den im vorigen Abschnitt mit- 
geteilten Erfahrungen Dichlorphenol-Indophenol, dessen Ly nur etwa 


60 Millivolt unterhalb des Hy des Chinon-Hydrochinonsystems (6) 
liegt, imstande sein, das glykolytische Ferment zu oxydieren, es sollte 
sich also in Gegenwart des Farbstoffs ein Unterschied zwischen der 
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Clykolyse in O, und in Ny ergeben, andererseits war eine Resynthese 
ier Milehsaiure im Sinne der Weyerhofschen Theorie (7) der Pasteurschen 
Reaktion ausgeschlossen, da im Gegensatz zur Zelle im Extrakt in 
Sauerstoff eine merkliche Energieproduktion durch oxydative Prozesse 
nicht stattfindet. Die ersten Versuche, die Hemmung der Glykolyse 
in Sauerstoff im Muskelextrakt zu reproduzieren, wurden mit dem 


System Hydrochinon-Chinon unternommen. —Hydrochinon reagiert 
langsam mit O,, wobei Chinon entsteht. Da die Oxydation ziemlich 
langsam verliuft, die entstehende Chinonmenge aber nach den Versuchen 
des vorigen Abschnittes mindestens die vorhandene S H-Menge 
iiberschreiten mub, um mit dem glykolytischen Ferment zu reagieren, 
wurden die in Tabelle ILL verzeichneten Versuche in der Weise an 
gestellt, daB ein gréBerer Teil der — SH durch vorherige Zugabe einer 
zur Hemmung ungeniigenden Chinonmenge oxydiert wurde. Die 
ExtraktgefaBe wurden mit der angegebenen Hydrochinonkonzentration 
40 Minuten vor Versuchsbeginn mit O, bzw. N, geschiittelt. Das Er- 
yebnis war eine schwache, aber deutliche Hemmung der Glykolyse 
in Sauerstoff. In Stickstoff wurde die Glykolyse durch die Gegenwart 
von Hydrochinon nicht beeinflubt. 


Tabelle TIT. 


Wirkung von Hydrochinon auf die Extraktglykolyse in Og und Ng. 





‘ V TS *} Ss 1 “ 
Nr. Hvydrochinon Chinon : ype a — CO Hemmung Peo 
Acq. pro Liter Acq. pro Liter * ” . Min. cmm reaktion 
1 = 0, 22 440) 
_ os N, 425 
2 — - 0, 20 270 
e e () 195 28 
8.1073 0.48 . 107-8 - te ~ 
4. . 1 4 . 1 } No 957 5 =f. 
3 = 0, 25 289 | 
a . «4 , 228 21 
S. 3 06.103 2 ae 
4.8.10 1 Ne 97 4 Sect 


Sehr viel deutlicher jedoch war die Hemmung durch Sauerstoff 
in Versuchen mit Extrakten, die Dichlorphenol-Indophenol enthielten, 
Obgleich schon mit relativ niedrigen Konzentrationen eine Farbung 
in Sauerstoff bestehen bleibt, tritt die Glykolysehemmung erst mit 
héheren Konzentrationen deutlich in Erscheinung (Tabelle TV), da 
sich offenbar ein Gleichgewicht zwischen Ferment, Farbstoff und den 
reduzierenden Cruppen des Extraktes einstellt. 

Als giinstige Konzentration, um den Vergleich der Glykolyse in 
O, und N, vorzunehmen, ergab sich eine Konzentration von 10-* mol. 
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Tabelle IV. Wirkung von Dichlorphenol-Indophenol insteigend: 
Konzentration auf die Extraktglykolyse in Og. 





2, 6-Dichlorphenol- 


Indophenol _ Gas Versuchsdauer CO, Hemmung 
Mol pro Liter Siti. Min. cmm 
— 40°, OINo 93 425 
: 421 
0,4 . 10 3 ISS 3. 
0.8.10°3 189 5D 
1,6. 10-8 40 1 


Hier war, wie schon erwaihnt, nach 15 Minuten die oxydierte Form in 
Stickstoff vollig verschwunden. Abb. 1 gibt einen solchen Versuch 
wieder. Im SauerstoffgefaB wurde der Farbstoff von vornherein zu 
gesetzt, im StickstoffgefaB erst, nachdem der Sauerstoff gréBtenteils 
entfernt war. Im StickstoffgefafS war die Milchsiurebildung annahernd 
die gleiche wie im Kontrollversuch ohne Farbstoff, im Sauerstoffgefal, 
dagegen fast komplett gehemmt. In all diesen Versuchen wurde iiber 
gliihendes Kupfer geleiteter Stickstoff verwendet. 








400 400. —_———— 














400 — 6-580 
aw a “iy —: 2-5%60, 
IA) — dis Versuchsbeginn 0,-5 5%CO, 
0 300'——+—-+ dann Ascorbinsaure } 
oy * und No-CO> 
R 8 
iS iS 
‘S 200 | $200 
= »—« ohne Indophenol | S 
— 10 Ino! » NC | | 
700 (entfiror) 100 1 
pol » GC | 
a | 
= bak - bk 
0 0 2H W 5D 0 W 2H 3X WH 530 60 7 8 9 
Minuten Minuten 
Abb. 1. Abb. 2. 
Hemmung der Glykolyse Reversion der oxydativen Gly- 
durch Indophenol. kolysehemmung durch nachtrig- 


liche Reduktion des Indophenols 
mit Ascorbinsiure + Np». 


Da die Entfarbung des oxydiert zugesetzten Farbstoffs in Stick- 
stoff keineswegs momentan erfolgt, war schon aus diesen Versuchen 
auf eine gewisse Reversibilitaét der oxydativen Hemmung zu schlieBen. 
Deutlich geht diese nun aus dem in Abb. 2 dargestellten Versuch hervor. 
In zwei véllig gleichen Ansaitzen wurde der Farbstoff von vornherein 
zugesetzt und nach einer Vorperiode von 40 Minuten in Sauerstoff 
in einem die Glykolyse durch Einkippen von Starke in Gang gebracht. 
Zur gleichen Zeit wurde im anderen der Farbstoff durch Zugabe eines 
geringen Uberschusses Ascorbinsiiure (Vitamin (), die mir in freund- 
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lichster Weise von Professor Szent-Gyérqgyi zur Verfiigung gestellt war 
eduziert (8) und sofort Stickstoff eingeleitet. Die Abb. 


n diesem GefiB die Glykolysekurve annihernd parallel mit der im 


uw 
» 


zeigt, dab 


stickstoffgefaB gefundenen verliuft, waihrend im Sauerstoffgefals die 
Milchsaurebildung stark gehemmt ist. Die oxydative Hemmung der 
Glykolyse durch Dichlorphenol-Indophenol ist also nahezu vollstandig 
reversibel. In einem Parallelversuch wurde hier in mit Phosphat auf 
vleiches pu gepuffertem Extrakt bei gleicher Farbstoffkonzentration 
die Sauerstoffaufnahme fiir die Periode der Milchsaurebildung bestimmt, 
nachdem hier ebenfalls Starke eingekippt war. Von der gleichen Extrakt- 
menge wurden nur 4 cmm QO, aufgenommen. Ahnliche Resultate wurden 
mit dem negativeren Indikator Naphtholsulfonat-Indophenol erhalten, 
Hier war jedoch auch in Stickstoff die Entfarbung nicht vollstandig, 
der Unterschied zwischen Stickstoff und Sauerstoff war deutlich, doch 


Tabelle V.o Wirkung verschiedener Redoxindikatoren auf die 
Kxtraktglykolyvse in O, und Ng. 





Ep (py 74) Konzentration ias Hemmung 

Y eicieaectrets wae Siok gu Site +%,0:| 0, 
1 2, 6-Dichlorphenolindo- +- 0,189 i9-* O, 43 
phenol No 0) 
2 (1)-Naphthol-(2)-sulphonat- | + 0,099 15.1079 0, 8) 
indophenol No 57 


blieb auch in Stickstoff eine Hemmung iibrig. Durch diesen Farbstoff 
wird also das Ferment noch oxydiert, da jedoch die Reduktionsintensitat 
des Extrakts nicht mehr ausreicht, um den Farbstoff in’ Stickstoff 
vollig zu reduzieren, bleibt auch in Stickstoff eine Hemmung bestehen. 
Hier war eine meBbare Sauerstoffaufnahme durch den farbstoffhaltigen 
Extrakt nicht vorhanden. 

Diskussion. 

Nach den hier mitgeteilten Versuchen erscheint es erwiesen, dali das 
glykolytische Ferment reversibel oxydierbar und im oxydierten Zustande 
unwirksam ist. Wie sich ein reversibel oxydierbarer Korper vor Typus 
des glykolytischen Ferments in der Zelle verhalten wird, labt sich am 
besten am Verhalten des Cytochroms beurteilen, dessen Oxydationszustand 
in der Zelle unter verschiedenen Bedingungen von Keilin (9) spektroskopisch 
verfolgt wurde. In der normalen sauerstoffgesiattigten Zelle ist Cytochrom 
oxydiert, in der sauerstofffreien Zelle reduziert. In Gegenwart von Cyanid 
ist Cytochrom auch in Sauerstoff reduziert. Cytochrom ist also nicht 
autoxydabel, sondern wird durch das autoxydable Atmungsferment (10) 
in Gegenwart von Sauerstoff oxydiert. Auf Grund der Tatsache, dali das 
oxydierte glykolytische Ferment unwirksam ist, ergibt sich also folgendes : 
Das Ferment ist nicht autoxydabel, denn Muskelextrakt, der kein Atrmungs 
ferment enthalt, glykolysiert ebensogut in Sauerstoff wie in Abwesenheit 














140 F. Lipmann. 


von Sauerstoff. Wird im Extrakt das fehlende Atmungsferment dure} 
Indophenol ersetzt, so wird auch hier die Glykolyse in Sauerstoff gehemmt 
In der Zelle wird das Ferment in Gegenwart von Sauerstoff durch Vermittlhy 

des autoxrydablen Atmungsferments inaktiviert, diese Reaktion wird d 

Pasteursche Reaktion genannt. In Gegenwart von Cyanid  glykolysier: 
die Zelle, da nach Blockierung des autoxydablen Systems das glyko 
lytische Ferment durch die Reduktionssysteme der Zelle reaktiviert wird 
Das gleiche findet in der sauerstofffreien Zelle statt. Da anzunehmen ist 
daB die beiden die energieliefernden Reaktionen katalysierenden Ferment: 
in der Zelle nicht frei diffusibel sind (10) (11), ist kaum damit zu rechnen, 
daB die Oxydation des glykolytischen Ferments durch direkten Kontakt 
mit dem Atmungsferment geschieht, vielmehr wahrscheinlich durch Ver 
mittlung einer frei diffusiblen Ubertragersubstanz. Als solche kénnte etwa 
eines der Cytochrome fungieren. Die Zwischenschaltung einer Ubertrage: 
substanz wiirde auch die spezifische Hemmbarkeit der Pasteurschen Reak 
tion (12) (13) erklaren. 

Zusammenfassung. 

1. Die Glykolyse wird durch Oxydationsmittel wie Jod und Chinon 
in kleinen Konzentrationen gehemmt. — SH-freie Muskelextrakte 
glykolysieren normal. Es wird angenommen, da® die Hemmung durch 
Jod und Chinon durch Oxydation des glykolytischen Ferments ver- 
ursacht wird. 2. Durch Zugabe von 2, 6-Dichlorphenol-Indophenol in 
geeigneter Konzentration kann die Pasteursche Reaktion (Hemmung 
der Zellglykolyse in Sauerstoff) im Muskelextrakt reproduziert werden. 
Ohne Zusatz ist die Glykolyse im Muskelextrakt unabhingig von der 
Gegenwart von Sauerstoff. In Gegenwart des Farbstoffs, der im Extrakt 
in Stickstoff reduziert wird, in Sauerstoff dagegen oxydiert bleibt, 
wird die Glykolyse nur in Sauerstoff, und zwar annihernd komplett 
gehemmt. 3. Die oxydative Hemmung der Glykolyse durch Dichlor- 
phenol-Indophenol + O, ist reversibel. 4. Es ist zu schlieBen, dab 
die Hemmung der Glykolyse in der sauerstoffgesattigten Zelle durch 
reversible oxydative Inaktivierung des glykolytischen Ferments ver- 
ursacht wird. 
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Untersuchungen zur Frage der Co-Fermentwirkung. 
VI. Mitteilung: 
Zur Frage der Konstitution der Adenosintriphosphorsiure,. 
Von 
Il. K. Barrenseheen, Karl Braun und Wilhelm Filz. 


(Aus dem Institut fiir angewandte medizinische Chemie der Universitat Wien. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Seegen-Stiftung der Akademie det 
Wissenschaften zu Wien.) 


(Eingegangen am 28, Juli 1933.) 


Vor Jahresfrist haben wir anlaBlich unserer Untersuchungen tber 
die Chemie der Adenosintriphosphorsiure (ATP.) eine Konstitutions- 
formel zur Diskussion gestellt (1), in der die beiden von Lohmann als 
Pyrophosphorsiure angesprochenen labilen| Phosphorsaurereste nach 
Art einer [minopyrophosphorsaure mit der Aminogruppe des Adenins 
verkniipft sein sollten. Gegen diese Auffassung sind von Lohmann (2) 
verschiedene Bedenken erhoben worden.  Soweit sich dieselben auf 
biologiseche Versuche bzw. auf Vermutungen tiber den Reinheitsgrad 
unserer Priparate stiitzen, wollen wir hier nicht naher auf sie eingehen. 
Wohl aber veranlassen uns die sich auf chemische Beweisfiihrung 
stiitzenden Einwinde Lohmanns zu einer Nachpriifung und Kritik 
sowohl unserer Befunde, wie der Lohmanns. Wir hatten seinerzeit 
unsere Formulierung der ATP. aus ihrem Verhalten sowohl beim 
fermentativen Abbau als auch beim Abbau mit Nitrit-EFisessig nach 
van Slyke begriindet. Wahrend nun Lohmann unsere Befunde beziuglich 
der Nichtangreifbarkeit der ATP. durch gereinigte Muskeldesaminase 
nach Schmidt (3) voll bestatigt, kommt er beziiglich des Eisessig-Nitrit- 
Abbaues der Aminogruppe zu wesentlich anderen Resultaten, die nicht 
nur mit unseren Befunden in Widerspruch stehen, sondern auch mit 
dem von Euler (4) an der Adenylsiure erhobenen, und die mit den 
schon in den ersten Arbeiten von van Slyke (5) wiedergegebenen An- 
gaben iiber die Desaminierungsgeschwindigkeit der verschiedenen 
Purine und ihrer Derivate nicht in Einklang zu bringen sind. 
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I. Uber die Desaminierung von Adenin- und Guanidinderivaten dureh 
Kisessig-Nitrit-Kinwirkung. 

Die Desaminierungsgeschwindigkeit der verschiedenen Amino 
purine und ihrer Derivate wurde in dem urspriinglichen van Slyke sch« 
Apparat (Mikrobiirette) bestimmt. Adenin und Adenosin waren ein 
wandfreie Praparate der B. D. H., das Adenylsiurepriparat stammt: 
zum Teil von Prof. Embden, zum Teil wurde es aus der nach unseren 
Verfahren dargestellten ATP. des Muskels fermentativ nach der mit 
Lang (6) angegebenen Methode durch Einwirkung von Leberextrakt 
nach Jakobsen (7) erhalten. Die Reinheit der Priparate wurde durch 
Analyse und durch Schmelzpunktbestimmung § sichergestellt. 

Guanin entstammte der Sammlung des Instituts, das guanylsaure 
Natrium, dargestellt aus Hefenucleinsiure nach der Natriumacetat 
methode von Feulgen (8) verdanken wir der Liebenswiirdigkeit des 
Herrn Dr. Theodor Leipert, dem wir auch an dieser Stelle unseren Dank 
aussprechen. 

Da Lohmann weniger die stimmenden Elementaranalysen als vielmehr 
das Verhialtnis: leicht hydrolysierbarer Phosphor zu Gesamtphosphor, als 
Kriterium der Reinheit eines ATP.-Praparates betrachtet, haben wir an 
unseren Praparaten auch dieses Kriterium beriicksichtigt. Die Hydrolysen- 
kurven wurden an den durch Umsetzung des 3-Ag-Salzes der ATP. mit 
Natriumchlorid erhaltenen Natriumsalzen gemacht. Die Ergebnisse gehen 
aus nachstehenden zwei Versuchen der Tabelle I hervor. 


Tabelle I. 





0, des leicht 


| 
Versuch Zeit Phosphor Gesamtphosphor hydrolysierbaren 
Min. mg-°}5 9 Phosphors 
17. VI. 1 0,5155 8,25 12,37 
3 1,9325 30,92 46,39 
5 3.1005 49.61 74,42 
7 3,3900 54,24 81,37 
15 4,0000 64,0 96.02 
30 4,3955 70,33 105,0 
60 4.4445 71,11 
Veraschung 6,2590 
21. VI. 7 38,2285 54,48 81,71 
39 4,0610 68,53 
Veraschung 5,9260 


Mit den derart dargestellten Lésungen erhalten wir im Gegensatz zu 
unseren friiheren Ergebnissen eine quantitative Abspaltung des leicht 
hydrolysierbaren Phosphors innerhalb von 30 Minuten. Worauf das Er- 
gebnis unserer seinerzeitigen Versuche, welche nur eine Abspaltung von 
80 bis 85°, innerhalb 1 bis 3 Stunden ergaben, zuriickzufiihren ist, k6nnen 
wir uns nicht erklaren. Wir haben unsere seinerzeitigen Versuche an einer 
Lésung durchgefiihrt, welche fiir biologische Zwecke durch Umsetzung 
des Ag-Salzes mit der berechneten Menge Salzséure erhalten war und vor 








rach 
war | 
verwe 
Phos 
(bsp 
ich 

Rohr 


glase 


steh 


Zeit 


Min. 


10 


15 
30 


so ! 
Ang 
Kul 
zieh 
erhé 
der 
bere 
die 
und 
Wi 
For 
ami 
stu 


Adi 
Ver 


ein! 





ch 


ino 
he 
ein 


mit 


ren) 


mit 
akt 


rely 


eh 
als 
an 


nit 
len 








Co-Fermentwirkung. VI. 143 


r Durehfthrung der Hydrolyse langere Zeit am Eis auftbewahrt wurde. 
jie Lésung erwies sich, als wir sie in Versuch nahmen, bereits zum Teil 
rsetzt. Nach der Bestimmung der anorganischen Phosphorsiaure lagen 
ber 10°,, des Gesamtphosphors als anorganischer Phosphor vor. Trotzdem 
wir die dieser Phosphormenge entsprechende Menge Adenylsaure in Abzug 
rachten, scheint es immerhin méglich, daB dieser Vorgang nicht korrekt 
war und daB so die abweichenden Resultate zu erkléren sind. Die hier 
verwendeten Lésungen zeigten bei der Priifung keine Spur anorganischen 
Phosphors. Die gegeniiber den Befunden Lohmanns lingere Zeit fiir die 
\bspaltung der beiden Phosphorséuren bei der Hydrolyse mit n HCl erklirt 
ich vielleicht daraus, daB wir die Hydrolyse nicht in zugeschmolzenen 
Rohrchen, sondern in mit aufgesetztem Steigrohr verschlossenen Reagens- 


glisern vornehmen. 
Die Ergebnisse der Desaminierungsversuche gehen aus nach- 
stehender Tabelle II hervor. 


Tabelle II. 





%/) NHo-N abgespalten nach van Slyke 


Zeit 
Glykokoll Adenin Adenosin Adenyl- pre Guanin a 
Min. a phorséure Saurt 
5 100 8,90 26,16 28,54 15,80 46,05 52,15 
10 — 25,97 41,94 - 34,95 82,60 74.0 
15 _ 46,79 76,20 38,55 88.61 83.91 
30 50,93 53,64 _—~ j 


Fassen wir das Ergebnis unserer Desaminierungsversuche zusammen, 
so miissen wir hierin eine absolute Bestatigung unserer seinerzeitigen 
Angaben erblicken:; wir miissen in ihnen ferner eine Bestatigung der 
Eulerschen Resultate, soweit sie sich auf die Muskeladenylsaure be- 
ziehen, sehen. Da wir samtliche Befunde durch wiederholte Analysen 
erharten konnten!, miissen wir an den Angaben Lohmanns beziiglich 
der Desaminierungsgeschwindigkeit der Adenylsiure und der ATP. 
berechtigten Zweifel erheben. Die hier wiedergegebenen Werte fiir 
die ATP. stimmen mit unseren seinerzeitigen vollkommen wuberein 
und bleiben wesentlich hinter denen der Muskeladenylsiure zuriick. 
Wir miissen daher den von Lohmann erhobenen Einwand gegen unsere 
Formulierung der ATP., der sich auf die angeblich gleiche Des- 
aminierungsgeschwindigkeit der Muskeladenylsiure und der ATP. 
stiitzt, als nicht zutreffend zuriickweisen. 

Die Tabelle zeigt iibrigens sehr schén, wie die Desaminierung der 
Adeninverbindung tiber das Adenosin zur Muskeladenylsiure mit der 
VergréBerung des Molekiils zunimmt, um bei der ATP. wieder ab- 


' Aus Griinden der Raumersparnis wurde von der Wiedergabe der 
einzelnen Analysenresultate abgesehen. 
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zufallen.  Ebenso zeigt sich die bereits von van Slyke beschrieber 
wesentlich gréBere Geschwindigkeit in der Desaminierung des Guani: 
und der Guanylsiure gegeniiber den Adeninabkémmlingen. 


Wie die Diskrepanz in den Befunden Lohmanns einerseits und den 


Eulers und unseren andererseits erklarlich ist, dariiber steht uns ke: 


Urteil zu. Es ware immerhin méglich, daB von Lohmann die Zunahme de: 
Blindwerte bei langerer Zeitdauer der Ejisessig-Nitrit-Eimwirkung nich) 
beriicksichtigt wurde. Wir haben in unseren Versuchen jeweils fiir jede ci 
angegebenen Zeiten in Doppelbestimmung die Blindwerte mit der ci 
Versuchslésung entsprechenden Menge destillierten Wassers (10 cen 
bei gleicher Nitrit- und Eisessigmenge bestimmt. Zu welchen Irrtiimern 
eine Nichtbeachtung der Blindwertzunahme mit der Zeit fiihrt, geht au- 
der Tabelle ILL hervor, in der wir die Blindwerte verschiedener Kahlbaiw 
scher Sorten von Natriumnitrit fiir verschiedene Zeiten bestimmt haben 
Wie man sieht, kann die Blindwertzunahme im Verlauf von 30 Minuten 
bis zu 100°, und dariiber des Finfminutenwertes betragen. Die tiber 100 
betragende Abspaltung bei einem der Versuche Lohmanmns ist moéglicherweis: 
auf eine derartige Nichtberiicksichtigung zuriickzuftihren. 


Tabelle III. 





Blindwerte in cem No 





Zeit Eeeninil 1 

Min. HaNO, vole NaNO, P. A. os x (ay _ paths Balin 
5 0,53 0,43 0,41 0,25 

10 0,75 0.49 0,52 0.34 

15 1,03 0,56 0,55 0,40 

30 1,17 0,68 0,73 0.48 

69 1,29 


11. Cher die Inosinpyrophosphorsiure nach Lohmann. 

Als zweites, vom chemischen Standpunkt aus zu wertendes 
Argument fiihrt Lohmann die Tatsache gegen unsere Konstitutions- 
formel ins Feld, daB bei der Einwirkung von Eisessig-Nitrit die ATP. 
zu_,.Inosinpyrophosphorsiure’* desaminiert werden soll. Wir haben 
uns seinerzeit vergeblich bemiht, unter den Produkten der Eisessig- 
Nitrit-Einwirkung .,Inosinpyrophosphorsaure’ zu isolieren, konnten 
jedoch auBer Inosinsiure und ATP. (in Form eines 4-Ag-Salzes) kein 
Reaktionsprodukt auffinden. Da Lohmann nunmebr die Darstellung 
seiner ,,[nosinpyrophosphorsiure’ ver6ffentlicht hat, haben wir unsere 
seinerzeitigen Befunde an Hand der Lohmannschen Angaben revidiert 
und zu dem Zwecke sowohl nach Lohmann dargestellte ATP., als auch 
das nach unserer Methode erhaltene Praparat verwendet. In allen 
Fallen wurde die Reinheit der Priparate auBer durch die Elementar- 
analyse auch nach dem Verhaltnis des leicht abspaltbaren Phosphors 
zu dem Gesamtphosphor kontrolliert. Statt jeder theoretischen Er- 
orterung wollen wir hier die Analysenergebnisse derartiger, nacli 
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Lohmann erhaltener Bariumsalze der ,,.Inosinpyrophosphorsaure’* wieder- 
geben, die streng nach den Angaben Lohmanns dargestellt wurden. 

Samtliche Analysen beziehen sich auf das bei 100° im Vakuum der 
Wasserstrahlpumpe uber Phosphorpentoxyd getrocknete Bariumsalz. Zum 
besseren Verstandnis geben wir zunachst die theoretischen Werte fiir 
inosinpyrophosphorsaures Barium mit zwei bzw. vier Kristallwassern wieder. 
Die Annahme von 2 H,O griindet sich auf das Verhalten des Bariumsalzes 
der ATP., die von 4H,O und auf die von Lohmann wiedergegebenen 
Analysenwerte. 

Berechnet ftir Cy)H,,0,;N,P, Bag . 2 H,O : C 14.44°,, Hi 1,57 %> 
N = 6,73°%, P = 11,18°,, Ba = 32,99°,; fiir Cy9H,,;0,,;N,P,Ba . 4 H,O: 
“tk 13,81°,, H 1.51%, N 6,45°.,, P 10,71 °., Ba 31,62 ° 

Kige ie 1 nal yse vi 1. 

1. Bariumsalz der ,,[nosinpyrophosphorséure** aus 3-Ag-Salz nach 
Barrenscheen-Filz: N 6,93 %, P 11,23°.,, Ba 36.03 ° 

Verhaltnis: P:N 3:4,14, Ba: P:N 2: 2,8: 3,8. 

2. Analoge Darstellung: N 146%, FP 10,83 °,, Ba 34,62 ° 

Verhaltnis: P:N 3: 4,59, Ba: P: N 2: 2,8: 4,24. 

3. Darstellung aus dem Bariumsalz der ATP. nach Lohmann: N = 6,59 
P = 9,86%, Ba = 36,78 %. 

Verhaltnis: P:N 3:4,4, Ba: P:N 2: 2,38: 3,52. 

4. Analoge Darstellung: N 6327; F 10,35°,. Ba 38.8 ° 

Verhaltnis: P:N 3: 3,99, Ba: P: N 2: 2,36: 3,14. 

5. Darstellung aus 3-Ag-Nalz: C 14.65°.. H 231% 3B 7,11 
4 10,.44°,, Ba 32,58 ° 

Verhaltnis: P:N 3: 4,52, Ba: P:N 2: 2,64: 4,28, C:P:N Lo 
; 2,76: 4,16. 

6. Analoge Darstellung: C 14.63°.. H 218%, BM 6.93 
P = 9,90", Ba 31,37 ° 

Verhaltnis: P:N 3: 4,59, Ba: P: N 2: 2,76: 4,33, C: P: N 10 
: 2,64: 4.06. 

Uberblickt man die Ergebnisse unserer Analysen, so fallen cinmal 
die Differenzen in den Werten der einzelnen Darstellungen auf, die 
die Vermutung nahelegen, daB hier, trotz gleichen Ausgangsmaterials 
und gleicher Verarbeitung, Praparate ungleicher Zusammensetzung 
erhalten werden. Derartige Resultate miissen den Verdacht nahelegen, 
daf} mit der von Lohmann angegebenen Methode nicht eine einheitliche 
Substanz, sondern ein Gemenge von jeweils verschicdener Zusammen- 
setzung erhalten wird. Wohl stimmt im einzelnen der yon uns unter- 
suchten Salze das Verhaltnis P: N annahernd auf die fiir eine Inosin- 
pyrophosphorsaiure verlangte Formel: gerade in diesen Fallen zeigt 


1 Wir beschrianken uns auf die Wiedergabe der prozentischen Werte. 
Samtliche Bestimmungen sind mikroanalytisch durchgettihrt, die Werte 
sind jeweils Mittelwerte aus Doppelbestimmungen. 
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aber der Bariumwert derartige Abweichungen von der Theorie, dati 
die scheinbar stimmenden N- und P-Werte unbedingt als vorgetauscht 
angenommen werden miissen. Siehe speziell Versuch 1 und 4. Unser 
Bariumwerte sind mit einer einzigen Ausnahme durchgehend zu hoch 
ausgefallen!. DaB die Vermutung zu Recht besteht, es handle sich 
bei den im Verhaltnis P:N stimmenden Resultaten um ein Zufalls 
ergebnis, das durch Kompensation verschiedener Fehler erzielt wurde 
hat uns die naihere Untersuchung dieser Bariumsalze ergeben. 
Bariumsalz 1. Verhaltnis: P:N 3: 4,14. 199.8 mg Bariumsalz, 
entsprechend 22,44 mg Phosphor, wurden mit der berechneten Menge 
n HgSQ, zerlegt und vom Bariumsulfat zentrifugiert, Lésung und Wasch- 


wasser auf 50 ccm aufgefiillt. Anorganischer Phosphor (kolorimetrisch, 
bestimmt) = 2,02 mg 9°, des Gesamtphosphors. Hydrolyse der Lésung 


mit n HCl ergibt nach 7 Minuten 12,5 mg, nach 30 Minuten 13,7 mg an 
organischen Phosphor, das sind nach Abzug des praformierten anorganischen 
Phosphors 11,68 mg leichtabspaltbarer Phosphor 53,39°,,  Gesamt 
phosphor. 

Bariumsalz 4. Verhaltnis: P:N 3: 3,99. 200mg Bariumsalz ent- 
sprechend 20,35 mg Phosphor. Verarbeitung wie oben. Anorganischer 
Phosphor 1,91 mg = 9,.2°,, des Gesamtphosphors. Hydrolyse nach 
7 Minuten ergibt 2,31 mg, nach 30 Minuten 3,935 mg anorganischen Phosphor 
oder nach Abzug des praformierten anorganischen Phopshors 2,025 mg 
leichtabspaltbaren Phosphor = 9,95°,, des Gesamt phosphors. 

Der Gehalt an anorganischem Phosphor in beiden im Verhilt- 
nis P; N scheinbar stimmenden Bariumsalzen der ,,[nosinpyrophosphor- 
siure’’ erklirt ohne weiteres die zu hohen Bariumwerte, dann aber 
auch das scheinbar stimmende Verhailtnis P:N. Ein Gehalt an an- 
organischem Phosphor muf die Relation P:N zuungunsten des Stick- 
stoffwertes driicken. Von denselben Bariumsalzen wurde die restliche 
Menge nach Zerlegung mit der berechneten Menge n H,SQO, auf einen 
Gehalt von n/2 HCl gebracht und 2 Stunden am Wasserbad hydro- 
lysiert. Die Hydrolysate wurden mit Natronlauge neutralisiert, im 
Vakwum eingeengt und nach Entfernung der Phosphorsiure mit Pikrin- 
siure bei schwach salzsaurer Reaktion gefillt. 

Bariumsalz 1. Aus 50,7 mg Bariumsalz erhalten 6,33 mg Pikrat, nach 
Kristallform zweifellos Adeninpikrat. Zersetzungspunkt 280°. Das er- 
haltene Pikrat entspricht 2,341 mg Adenin bzw. 1,214 mg Adeninstickstofft. 
In der Ausgangsmenge (50,7 mg Bariumsalz) sind 3,514 mg_ Stickstoff 
vorhanden. Die isolierte Adeninmenge entspricht somit 34,52 °,, des Gesamt- 
stickstoffs. 

Bariumsalz 4. 70,1 mg Bariumsalz analog verarbeitet. Zersetzungs- 
punkt des Pikrats 280°. Mischprobe mit reinem Adeninpikrat ergab keine 
Depression. 


1 


Leider gibt Lohmann von seinem sonst scheinbar stimmenden 
Bariumsalz keine Bariumwerte wieder. 
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Es zeigt sich also, dafB in diesen Bariumsalzen mit scheinbar 
simmendem Verhaltnis von P:N_ der ..Jnosinpyrophosphorsaure 
s tiber 30°, des Stickstoffs noch als Adenin vorliegen. Das steht 
m Einklang mit unseren seinerzeitigen Befunden, denen zufolge auch 
nach vier- bis sechsstiindiger Einwirkung von Nitrit-Eisessig sich rund 
24 bis 33°, der angewandten ATP. in Form einer 4-Ag-Verbindung 
isolieren lassen, ein Befund, auf den Lohmann in keiner Weise eingeht. 
\Vir haben derartige praparative Versuche sowohl mit den nach Lohmann 
dargestellten Bariumsalzen der ATP. als auch mit den nach Lohmann 
erhaltenen Bariumsalzen der ,,Inosinpyrophosphorsaure wiederholt. 
400 mg ATP.. aus Bariumsalz nach Lohmann erhalten, geben nach 
sechsstiindiger Einwirkung von Nitrit-Eisessig nach Lohmann bei der 
nach unserer seinerzeitigen Mitteilung angegebenen Aufarbeitung 98 mg 
nosinsaures Barium (mit 1 H,O), entsprechend 67.8 mg Inosinsiure oder 
o8.78 mg ATP., das sind 24.7°,, der theoretisch moéglchen Mengen. — In- 
wieweit derartige Mengen als gering zu bezeichnen sind, lassen wir dahin- 
yestellt. Die Verarbeitung auf 4-Ag-Salz ergab 250 mg des 4-Ag-Salzes der 
ATP.. das sind 34.04°,, der Theorie. Es zeigt sich eine merkwiirdige Uber- 
einstimmung mit dem Prozentgehalt an Adenin, den wir bei der Autarbeitung 
eines Bariumsalzes der ,,[nosinpyrophosphorsaure* nach Lohmann erhalten 
haben. Im ganzen sind in diesem Versuch rund 59°,, der verarbeiteten ATP. 
als Inosinsaéure bzw. ATP. wiedergewonnen. 

Mit der gleichen Methode laBt sich das 4-Ag-Salz der ATP. aus dem 
Bariumsalz der ,,[nosinpyrophosphorsiéiure** erhalten. Derartige Dar- 
stellungen wurden mit den Bariumsalzen 3 und 5 durchgefiihrt. 

Als Ergebnis unserer Untersuchungen miissen wir daher die Existenz 
ciner ,,Lnosinpyrophosphorsdure in Zweifel zichen. Vielmehr glauben 
wir uns auf Grund unserer zahlreichen Darstellungsversuche und 
Analysen zu der Annahme berechtigt, das die von Lohmann angeblich 
erhaltene ,,Inosinpyrophosphorsaure ein Gemenge von anorganischem 
Phosphat, Inosinsdure, nicht umgesetzter ATP. und moglicherweise 
anorganischem Pyrophosphat darstellt. Damit fallt aber auch das 
zweite gegen unsere Formel vorgebrachte Argument Lohmanns. 

Wir bemerken abschlieBend, wie wir in unserer ersten Mitteilung 
bereits betont haben, daB wir unsere Formulierung durchaus nicht als 
endgiiltig annehmen, daB wir aber Einwinde gegen diese Formel nur 
gelten lassen kénnen, wenn sie sich auf einwandfreie chemische Tat- 
sachen stiitzen. 
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Zur kolorimetrischen Bestimmung der Phosphorsiure 
bei Gegenwart von Arsenationen. 
Zugleich ein Beitrag zur Kenntnis induzierter Reaktionen. 
Von 


Hl. K. Barrenscheen, J. Banga und K. Braun. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien. 
(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Seegen-Stiftung der Akademie «i 
Wissenschaften in Wien.) 


I 


(Eingegangen am 28, Juli 1935.) 


Die Beeinflussung des Kohlenhydratstoffwechsels durch Arseniat- 
ionen, speziell die Férderung der Garung, ist durch lange Zeit schon 
bekannt. Das Bestreben, diese Wirkung irgendwie zu definieren, fiihrten 
Neuberg und Kobel (1) baw. Neuberg und Leihowitz (2) bereits 1926 bzw 
1927 zu der interessanten Feststellung, da Arseniat die Phosphory- 
lierung hemmt bzw. Phosphatasen zu aktivieren vermag, und zwar 
lie sich, wie Neuberg und Leibowitz dartun konnten, eine ver- 
schiedene Beeinflussung der einzelnen Phosphatasen durch Arseniat 
nachweisen. Mit diesen Feststellungen der Beeinflussung des Phosphor- 
siureumsatzes entstand gleichzeitig das Bediirfnis, Phosphationen 
neben Arseniationen zu bestimmen: von Neuberg und Mitarbeitern 
wurde dieses Problem teils gravimetrisch, teils kolorimetrisch zu lésen 
versucht. Untersuchungen, welche in diesem Laboratorium 192s 
gemeinsam mit /Hiibner (3) durchgefiihrt wurden, hatten zu dem Resultat 
gefiihrt, daB eine exakte Bestimmung von Phosphat- neben Arseniation 
mit der von uns geiibten Methode nach Fiske Subbarow undurchfiihrbar 
ist. In neuerer Zeit berichtet nun Braunstein (4) anlaBlich von Unter- 
suchungen tiber die Wirkung des Arseniats auf die Glykolyse iiber eine 
angeblich einwandfreie kolorimetrische Methode, Phosphat bei Gegen- 
wart von Arseniat zu bestimmen, auf Grund deren er zu weittragenden 
SchluBfolgerungen iiber die Wirkung des Arseniats und iiber den 
Mechanismus der Glykolyse kommt. Da Braunstein dabei auch aut 
unsere seinerzeitigen SchluBfolgerungen (5) tiber das Wesen der Glyko- 
lysehemmung kritisch eingeht, haben wir zunichst die Frage nach der 
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kolorimetrischen Bestimmung des Phosphats bei Gegenwart von 
Arseniat neuerlich uberprift. 

Eine Versuchsreihe, die zundchst mit der Originalmethode von 


Fiske und Subbarow durchgefiihrt wurde die von Braunstein benutzte 
eigene Modifikation der Bestimmung, in Wahrheit nichts anderes als 
die Modifikation der Methodik von Fiske und Subbarow durch Jendrassik 
und Lohmann, stand uns damals noch nicht zur Verfiigung ergab 
nun die von uns seinerzeit schon festgestellte Tatsache, daB eine Be- 
stimmung des Phosphats bei Gegenwart von Arseniat mit dieser 
Methodik unméglich ist. Weder bei gleichbleibender Arseniatkonzentra- 
tion und wechselnder Phosphatkonzentration, noch bei wechselnder 
Arseniat- und gleichbleibender Phosphatkonzentration werden Resultate 
erzielt, welche die Einfiihrung einer konstanten Korrektur rechtfertigen 
kénnten. Wir bringen als Beleg nachstehende Tabellen, welche das 


hier Gesagte eindeutig belegen. 


Tabelle 1. 





Phosphorsaurebestimmung bei konstanter As-Konzentration in 
der Phosphatlésung | m 600° Arseniat). 
P-Konzentratior 
der a, P gefunden nach 
lisung 
mg 0 Min. 10 Min. 20 Min. 30 Min 45 Mir 
0,1 0.67 0,9 1,12 1.25 1.33 
0,2 0.89 1,12 1,33 1,42 1,60 
0,3 1.06 1.33 1.45 1.50 1.60 
05 1,25 1,54 1.60 1.60 1.60 
0,7 1,25 1.58 1,58 1.66 1.66 
0.8 1.23 1.36 1.42 1.50 1.60 
Tabelle lI. 
Phosphorséurebestimmung bei variierter As-Konzentration in 


der Phosphatlésung. 





As-Konzentration P gefunden nach 


der Versuchslésung 


0 Min. 10 Min 30 Min 45 Mir 
Standard-P in mg 0.4 — 0.4 
Aquimol. As . 1,00 0.89 0.96 1.02 
2.Aquimol. As. 1,08 1,23 1,23 1,42 
3. Aquimol. As. 1,42 1.5 15 1,7 
4. Aquimol. As. 1.25 1,45 1,5 1.6 


Mittlerweile ist die Methode von Braunstein durch Morqgulis und 


Pinto (7) einer Kritik unterzogen worden, die Braunstein (8) veranlabte, 


seine Technik bekanntzugeben. 


Mit dieser haben wir die Angaben von 
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Braunstein einer Revision unterzogen. Auch hier wurde in den Ver 
suchen sowohl die Phosphat- als die Arseniatmenge variiert. Die Ey 
gebnisse zeigt Tabelle IIT. 


Tabelle I11. 
In der Phosphatlésung jeweils die 0.2 mg P entsprechende Meng: 
Arseniat (0.484 mg As). 





Phosphor Zunahme als P berechnet 
Versuch : 
zugesetzt gefunden 
absol. mg 0 
mg mg 
Kontrolle As allein 0 “7 ” d 
0,1 0,142 0,042 42 
2 0,2 0,229 0,029 14.5 
3 0.4 0,430 0,030 7,5 
0.6 0.625 0,025 4,17 
5 0.8 0.8 0 7] 


In der Phosphatlésung jeweils die 0.4mg P entsprechende Menge 
Arseniat (0,968 mg As). 








Phosphor Zunahme als P berechnet 
Versuch ci tlk agama a 
zugesetzt gefunden 
absol. mg Vig 
mg mg 
Kontrolle As allein 6 “ é a 
1 0,1 0,208 0,108 108 
2 0.2 0.280 0,080 40 
3 0.4 0,485 0,085 21,3 
4 0.6 0,661 O61 10,2 
5 O08 0,842 0,042 5,25 


Wie aus Tabelle [fT ersichtlich ist, zeigt sich, daB tatsichlich unter 
den von Braunstein gewihiten Verhiltnissen Arseniat allein keinerlei 
irgendwie meBbare Firbung ergibt. Selbst nach stundenlangem Stehen 
ist die Blaufairbung derart minimal, das eine exakte Kolorimetrie 
unmoéglich ist. Ganz anders bei Gegenwart von Phosphat. Hier ergibt 
sich die merkwiirdige Tatsache, daB bei gleichbleibender Arseniat- 
konzentration der absolute und prozentische Fehler am gréBten ist 
bei der niedrigsten Phosphatkonzentration, wihrend mit Zunahme 
der Phosphatkonzentration der Fehler prozentisch und auch absolut 
abnimmt, ja bei héherer Phosphatkonzentration Null betragen kann. 

Die Versuche in der Tabelle ILI zeigen weiter, daB von einer Kon- 
stanz der Differenz keine Rede sein kann und daB® die Einfiihrung einer 
konstanten Korrektur, wie sie von Braunstein vorgenommen wird, mit 
den experimentellen Tatsachen nicht in Einklang zu bringen ist. Zu 
analogen Ergebnissen fiihrten die Versuche, in denen bei konstanter 
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Phosphatkonzentration die Arseniatkonzentration variiert wird. Hier 
sehen wir, daB bei den héchsten Arseniatkonzentrationen der absolute 
ind prozentische Fehler am hoéchsten ausfallt: wir sehen aber auch 
hier wieder, daB bei zwei vollkommen gleichmiBigen Versuchen die 
Differenzen derart verschieden sind, daB an eine konstante Korrektur 
nicht zu denken ist. Dazu kommt, da die Zunahme mit der Zeit eine 
derartige ist, daB eine Differenz in den Ablesungen von wenigen Minuten 
bereits den Fehler um iiber 40°, erhéhen kann. 


Tabelle IV. 





Je 5ecem Phosphatlosung O4me P. 
As-Konzentration Gef. P Zunahme 
in der P-Losung 
mg absol. mg 
m 200 0.523 0,123 30,8 
m 300 0.476 0,076 19.0 
m 400 0.457 0,057 14.30 
m 600 0.440 0,049 10.0 
m/200 0.611 0.211 52.8 
m 300 0,530 0,130 32.5 
m 400 0,494 0.094 IBD 
m 600 * 0.471 0,971 17,8 


* Nach 8 Min. gef. P: 0,516, nach 11 Min. gef. P: 0,533 


Ist so durch unsere Untersuchungen die praktische Unbrauchbarkeit 
der Methodik Braunsteins erwiesen und damit auch ein grober Teil 
der von ihm gezogenen SchluBfolgerungen hinfallig, so zeigen unsere 
Untersuchungen doch wieder insofern interessante Ergebnisse, als sie 
ein klassisches Beispiel fiir eine induzierte Reaktion darstellen. 


Fiir derartige induzierte Reaktionen ist von Skrabal (9) 1905 die Regel 
aufgestellt worden, daB bei induzierten Reaktionen die Induktionswirkung 
um so gréBer ist, je geringer die Geschwindigkeit der induzierenden Reaktion 
ist'. Unsere Untersuchungen stellen einen experimentellen Beweis fiir 
dieses Skrabalsche ,,.Regulierungsgesetz** dar, insofern, als sie deutlich zeigen, 
daB mit abnehmender Phosphatkonzentration bzw. bei konstanter Phosphat 
konzentration mit zunehmender Arseniatkonzentration der absolute und 
prozentische Fehler zunimmt. Je weniger Phosphat im Verhaltnis zum 
Arseniat vorliegt. desto langsamer mu die induzierende Reaktion, in 
diesem Falle die Bildung des Phosphatmolybdatkomplexes, verlauten, desto 
groBer mubB der Arseniateffekt sich geltend machen. 


LaBt sich also auf diese Weise eine exakte kolorimetrische Be- 
stimmung des Phosphats neben Arseniat wegen der Induktionswirkung 
nicht durchfiihren, so schien es immerhin moglich, da es mit einer 


1 Herrn Dozent Dr. F. Feigl bin ich fiir diesen Hinweis auf die Skrabal- 


sche Regel zu Dank verpflichtet. B. 
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von Ernst und Emilio Tschopp (10) angegebenen Technik — Zusatz iibe 
schissigen Natriumbisulfits vor dem Zusatz des Molybdats gelinge) 
konnte, die Komplexbildung des Arseniats zu hemmen. Von T'schop) 
wird als Reduktionsmittel das Monomethyl-p-amino-phenolsulfa; 

,.Photo-Rex verwendet. Wir haben in Ermangelung dieses 21 
unseren Untersuchungen die 1-Amino-2-naphthol-4-sulfosiure — von 
Fiske-Subbarow verwendet, uns im iibrigen aber streng an die Vor 
schriften von T'schopp gehalten. Wie aus nachstehenden Versuchen 
hervorgeht, fiihrt aber auch die T'schoppsche Technik nicht zum Zic! 
Im Gegenteil sehen wir, daB in den Versuchen mit iiberschiissigem 
Natriumbisulfit die Arseniatwirkung eher starker denn = schwache: 
auftritt. Interessanterweise zeigt sich in diesen Versuchen ein deutliches 
Maximum der Arseniatwirkung bei einer endlichen Arseniatkonzentration 
von m/ 600, wahrend bei zunehmender Arseniatkonzentration de: 
absolute und prozentische Fehler wesentlich abnimmt. 


Tabelle V. 





Gefunden P in mg 

mit Zusatz von 

20° ,iger NaHSoO, 
nach Tschopp 


As-Konzentration 
in der Phosphat- 
lisung 


Bestimmung nach 
Fiske-Subbarou 


” 0,4 0,4 
m L000 0.69 0.98 
m/S00 1,12 1.15 
m/690 1,14 1,27 
m 400 0,83 0.89 
m/200 0,69 0,76 
m/100 0,55 0,57 


Theoretisch ware es denkbar, bei Einwirkung eines wesentlichen 
Uberschusses von Natriumbisulfit vor Zusatz des Molybdats das 
Arseniat zu dem nicht mehr komplexbildenden Arsenit zu reduzieren. 
Auf diesem Wege — Reduktion des Arseniats zum Arsenit — liegt 
zweifellos eine Méglichkeit der Bestimmung des Phosphations bei 
Gegenwart von Arseniat; die Reduktionswirkung der schwefeligen 
Saure ist jedoch viel zu langsam, als daB sie bei der von T'schopp ge- 
yihlten Versuchsanordnung sich in diesem Sinne auswirken kénnte. 


Zusammenfassung. 


1. Die Bestimmung des Phosphations auf kolorimetrischem Wege 
bei Gegenwart von Arseniat in der von Braunstein angegebenen Technik 
ist praktisch unméglich. Die Einfiihrung einer konstanten Korrektur 
bei gleichbleibenden Arseniatmengen ist unzulissig, da Phosphat die 
Bildung des Arseniatmolybdatkomplexes und dessen Reduktion 
induziert. Die von Skrabal fiir induzierte Reaktionen festgestellte 
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cesetzmaBigkeit laBt sich experimentell an derartigen Phosphat- 
rseniatmischungen einwandfrei beweisen. 

2. Auch die von F. und EF. Tschopp angegebene Modifikation der 
Phosphat bestimmung bei Gegenwart von Arseniat erweist sich, zu- 
mindest fiir die Kolorimetrie mit 1-Amino-2-naphthol-4-sulfosiure 


is Reduktionsmittel, nicht durchfiihrbar. 


Literatur. 

1) Neuberg u. Kobel, diese Zeitschr. 174, 493, 1926. 2) Neuberg u. 
Lvibowitz, ebenda 191, 460, 1927. 3) Barrenscheen u. Hiihner, ebenda 239, 
329, 1930. 4) Braunstein, ebenda 240, 68, 1931. 5) Barrenscheen u. 
Braun, ebenda 231, 144. 1931. 6) Lohmann u. Jendrassik, ebenda 17S, 
$19, 1926, 7) Morqulis u. Pinto, J. of biol. Chem. 95, 621, 1932. 8) Braun- 
stein, ebenda 98, 379, 1932. 9) Skrabal, Zeitschr. f. Elektrochem. 11, 653, 


1905. — 10) BE. u. B. Tschopp, Helv. Chim. Acta 15, 793, 1932. 
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Die Rolle des Eisens bei der Glykolyse des Blutes 
und der Muskulatur. 


Von 
Hans Jakob Ustvedt, Oslo. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Ausgeftihrt mit Unterstiitzung der Seegen-Stiftung der Akademie de: 
Wissenschatten der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 28, Juli 1933.) 


In jiingster Zeit wurde von Zuckerkandl und Messiner-Klebermass | 
der bemerkenswerte Befund erhoben, daB fiir den normalen Ablaut 
der alkoholischen Gdrung auch das Eisen in der Ferroform wesentlich 
ist. Festlegung des in der Hefe zweifellos vorhandenen Ferroeisens 
durch Komplexbindung mit x, %’-Phenanthrolin hemmt bzw. hebt 
die Garung von frischer und Trockenhefe unter bestimmten Versuchs- 
hedingungen reversibel auf. Nach den Feststellungen Zuckerkand!/s 
muB man annehmen, daB auch das nicht im Haminkom plex vorliegend: 
Ferrocisen einen wesentlichen Bestand der Holozymase ausmacht 
Es schien mit Riicksicht auf den bisher angenommenen gleichartigen 
Mechanismus des Kohlenhydratabbaues in der gesamten belebten 
Natur von Interesse, auch die Bedeutung des Eisens fiir die Glykol ys: 
tierischer Gewebe zu untersuchen, wenn wir auch vorléufig keinen 
Anhaltspunkt dafiir besitzen, in welcher Phase des Kohlenhydrat- 
abbaues das Eisen eingreifen kénnte. Das hartnackige Anhaften von 
Eisen an der Adenosintriphosphorsiure, das von Barrenscheen und 
Filz? beobachtet wurde, legte damals den Gedanken nahe, da} méglicher- 
weise ein Zusammenhang zwischen dem Co-Fermentsystem und dem 
Warburgschen Atmungsferment bestehen kénnte. Ob neben diesem 
komplex gebundenen Hamineisen auch das andere, leicht abspaltbare 
Eisen eine Bedeutung im glykolytischen Fermentkomplex besitzt, 
sollten die vorliegenden Untersuchungen entscheiden. 


1 Zuckerkandl u. Messiner-Klebermass, diese Zeitschr. 261, 55, 1933. 
2 Barrenscheen u. Filz, ebenda 250, 283, 1932. 
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I. Versuche mit Blut. 


Zu den Versuchen wurde frisch detibriniertes. durch Venenpunktion 
rewonnenes menschliches Blut verwendet, dem jeweils in den Versuchs 


ansatzen 20mg «x *-Phenanthrolin in) glucosehaltiger WKochsalzlosung 
gugesetzt wurde. Zur Kontrolle diente das im gleichen Verhaltnis mit 


CHueose-Kochsalzl6sung verdiinnte Blut. Die Versuchsergebnisse gehen 
aus der Tabelle I hervor. 


Tabelle LI. 





Versuch 1: 20 cem Blut jeweils 5cem O.9° ig. NaCl mit 0,1 
2: 10 Glucose; im Versuchsansatz auBberdem 20 my 
So: bw = Phenanthrolin. 
Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 
Zeit mg-° 9 Glucose mg-! Glucose mg-° 9 Glueose 
Min Kontrolle Versuch Kontrolle Versuch Kontrolle Versuch 
0 100 101 78 83 193 99 
30 92 101 74 83 99 YS 
60 86 89 70 SI 90 95 
90 77 79 64 76 71 79 
120 68 73 63 67 65 74 
150 56 40 57 66 68 72 
189 50 75 53 56 81 66 


Wie die Zahlen der Tabelle I zeigen, gelingt es durch Zusatz von 
Phenanthrolin, die Glykolyse innerhalb der ersten 30 Minuten fast géanzlich 
zu unterdriicken., Nach 1 Stunde ist vielleicht noch eine geringtiigige 
Hemmung nachweisbar, dann aber setzt in den Versuchen mit) Phenan 
throlin die Glykolyse intensiv ein und fiihrt nach Ablauf von 3 Stunden zu 
den gleichen Abnahmen wie in der Kontrolle. Man gewinnt so den Eindruck, 
da®& dureh den Phenanthrolinzusatz nur die Induktionsperiode der Blut 
glykolyse, die von Barrenscheen und Hiibner’ nachgewiesen wurde, ver- 
lingert wird. Eine Hemmung bzw. Aufhebung der Glykolyse findet sich 


durchaus nicht. Leider macht der Zusatz von Phenanthrolin die kolori- 
metrische Phosphorbestimmung unmdglich in. den Phenanthrolin- 


ansatzen bewirkt Molybdatzusatz eine durch nichts zu beseitigende 
Triibung so daB die Annahme einer protrahierten Induktionsperiode nicht 
gestiitzt werden kann. 


II. Versuche mit Muskelextrakt. 


Die negativen Ergebnisse bei der Blutglykolyse lassen immerhin die 
Deutung zu, daB durch Adsorption an die Oberflaiche der Zellelemente das 
Phenanthrolin nicht an den eigentlichen Wirkungsorten zur Geltung kommen 
kann. Um eine derartige Méglichkeit auszuschlieBben, wurde die Eimwirkung 
von Phenanthrolinzusatz auf die Glykolyse von Warmbliitermuskelextrakt 
nach Meyerhof gepriift. Versuchsanordnung und Ergebnisse sind aus det 
Tabelle IL ersichtlich. 


1 Barrenscheen u. Hiibner, diese Zeitschr. 229, 329, 1930. 
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Tabelle II. 


Je 2. cem Meerschweinchenmuskelextrakt nach Weyerhof — 0.8 cem Zusitz 





Milehséure in mg 


Datum Versuchsanordnung Zeit pro Ansatz 
1933 Min gefunden neugebildet 
8S. V. a) 2eem Extrakt + O.8cem 0,9° ig. KCI 0 1.05 
60 1.61 + 0.56 
b) 2eem Extrakt + 0.8 ecem 0.7°%ige 60 2,26 + 1,21 
Glykogenlosung 
¢) 2ceem Extrakt + 0.8 eem 0,7°,ige 60 2.23 + 1,18 
Glykogenlosung + 382 mg Phenanthrolin 
11.V. a) 2ecem Extrakt + O8cem 0,9 °v ig. KCl 0 1.56 
60 2.01 + 0,45 
b) 2cem Extrakt + 0,8 ecm 0,7°%ice 60 2.46 0,90 


Glykogenlosung 


ce) 2cem Extrakt + 0,8 cem 0,7°%ige ( 
Glykogenlosung + 32mg Phenanthrolin 


i0 2.47 + 0,91 


Aus den Zahlen der Tabelle II ergibt sich wohl eindeutig, da Zusatz 
des komplexbiidenden Phenanthrolins zu Muskelextrakt in keiner Weise 
die Milchséurebildung hemmt. Die erhaltenen Werte stimmen in den 
Phenanthrolinversuchen theoretisch mit den Kontrollen tiberein. 

Als Ergebnis der hier wiedergegebenen Versuche laBt sich somit sagen, 
daB mit der von Zuckerkandl angegebenen Methodik sich eine Bedeutung 
des Eisens bei der Glykolyse von Blut und Muskelextrakt nicht nachweisen 
laBt. Die bisher vorliegenden Untersuchungen iiber den Co-Ferment- 
komplex der Hefe und der tierischen Organe (Muskel, Blut) haben bisher 
zu dem Ergebnis gefiihrt, daB die organischen Komponenten zweifellos 
verschieden sind. Ob ein weiterer Unterschied zwischen dem Ferment - 
komplex der Hefe und dem glykolytischen System von Blut und Muskel 
nun darin besteht, daB fiir das eine System das Eisen not wendig ist, waihrend 
die tierische Glykolyse des Eisens nicht bedarf, soll auf Grund der vor- 
li¢genden Untersuchungen allein nicht entschieden werden. 


Zusammenfassung, 


a, #’-Phenanthrolin hemmt in den ersten 30 Minuten die Glykolyse 
des Blutes, bei einer Versuchsanordnung von 3 Stunden wird jedoch 
die anfingliche Hemmung wieder ausgeglichen. 

Die Milchsiurebildung von Muskelextrakten wird von x, x’-Phenan- 
throlin in keiner Weise beeintrachtigt. 
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Darstellung des phosphorylierten Glycerinaldehyds, 


Von 


H. K. Barrenscheen und Luise Klebermass-Messiner., 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 28, Juli 1933.) 

Theoretische Cherlegungen iiber die beim Zerfall des Hexose- 
molekiils auftretenden 3-Kohlenstoffverbindungen veranlaBten uns 
bereits im Jahre 1926, an die Darstellung des phosphorylierten Glycerin- 
aldehyds heranzugehen. Nach mannigfachen Schwierigkeiten war es 
uns gelungen, das Calciumsalz des phosphorylierten Glycerinaldehyd- 


acetals in analysenreiner Form darzustellen'. Aus auberen Griinden 
muBten die damaligen Untersuchungen abgebrochen werden. Die 


durch die neueren Untersuchungen auf diesem Gebiet aktuell gewordene 
Frage nach der Bedeutung der Glycerinaldehydphosphorsaiure im 
glvkolytischen Abbau veranlaft uns, kurz unsere Darstellungsmethode 
au veroffentlichen, da sie vielleicht geeignet ist, an Stelle der von H.O. L. 
Fischer und Baer? veréffentlichten Methode herangezogen zu werden. 
Die Phosphorylierung synthetischen Glycerinaldehyds sowohl nach der 
Methode von Langheld® als nach der Methodik von Newberg und 
Pollack* fihrt stets zu Produkten, in welchen die Carbonylgruppe 
nicht mehr nachweisbar ist. Wir haben daher die Phosphorylicrung 
an dem nach Wohl® dargestellten Diaithylacetal des Glycerinaldehyds 
durehgefiihrt. Das in analysenreiner Form dargestellte Calciumsalz 
des phosphorylierten Glycerinaldehyddiathylacetals liBt sich nach 
Wohl durch Einwirkung von n Schwefelsiure in die freie Glycerin- 
aldehydphosphorsiure iiberfiihren. Nach der Bestimmung des an- 
organischen Phosphats werden dabei etwa 10°, des Glycerinaldehyd- 


1 Siehe Dissertation von L. Messiner, Wien, Mai 1928; ferner die von 
A. Friedrich mitgeteilten Analysen der Verbindung. Mikrochemie, neue 
Folge, 1, 194, 1929. 

2 H.O.L. Fischer u. Baer, Ber. 65, 337, 1932; 66, 1040, 1982. 

3 Langheld, B. 44. 2076, 1911; 45, 1125, 1912. 

+ Neuberg u. Pollack, diese Zeitschr. 28, 515, 1910. 

5 Wohl, B. 31, 1796, 1898. 
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phosphorsiureesters gespalten. Fir biologische Versuche laBt sich di: 
nach Abtrennung des Calciumsulfats erhaltene Lésung nach vorherige: 


Neutralisation verwenden (siehe folgende Mitteilung). Die Konzentration 
laBt sich durch Phosphorbestimmung nach Veraschung ermitteln. In, 


Jahre 1927 durchgefiihrte Versuche hatten ergeben, daB Glycerin 
aldehyd phos phorsdure von Hefe direkt vergoren wird. Die Stellung de: 
Phosphorsaureesters ob in 2 oder 3 geht aus unserer Synthes: 
nicht eindeutig hervor. Die Ergebnisse unserer biologischen Um 
setzungen lassen diesbeziiglich auch keinen SchluB zu. 


Experimenteller Teil. 


Zur Darstellung des Glycerinaldehyddiathyvlacetals hielten) wir un 
an die von Wohl gegebene Vorschrift. Das Acrolein wurde nach den Angabe1 
von Bergh! durch Destillation von Glycerin mit Phosphorsiure dargestellt 
In Ermangelung eines metallenen DestillationsgefaBes wurde aus einem 
Kolben aus Pyrexglas destilliert. Das iiber das Diathylacetal des Chlo1 
propionaldehyds und das Acroleinacetal erhaltene Glycerinaldehydaceta! 
wurde nach den Angaben von Sabetay? mit Phosphoroxychlorid in Pyridin 
phosphoryliert. Der Zusatz des in Pyridin gelésten Phosphoroxychlorids 
erfolgte unter starker Kiihlung (— 10 bis — 16°), in der Regel in einem 
Zeitraum von 6 bis 8 Stunden. Nach beendigtem Zusatz wurde in kaltes 
Wasser gegossen, mit Kalkmilch neutralisiert und das Pyridin im Vakuum 
abdestilliert. Nach Einengen auf ein kleines Volumen wurde filtriert und 
das Calciumsalz durch die mehrfache Menge Alkohol gefallt. Reinigung 
durch wiederholtes Umfallen fiihrte zu einem in wenig kaltem Wasser klar 
léslichen Produkt. Ausbeute: von 300 g Glycerin 2,6 g reines Calciumsalz. 


Analysen, 
C,H: 5,157 mg Substanz; 4,96 mg CO,; 2,64 mg H,O. 
C,;H;O: 4,12 mg Substanz; 6,05 mg Ag J; 3.68 mg Substanz; 5,392 mg Ag J. 
rs 17,868 mg Substanz; 0,118 g Ammon-Phosphormolybdat ; 17,10 mg 
Substanz; 0,1145 g Ammon-Phosphormolybdat. 
Ca: 17,868 mg Substanz (mach Veraschen auf 50 cem aufgefiillt, davon 
je 10 cem zur Bestimmung nach de Waard). 


Verbrauch: a) 2,25cem n/l00 KMnO,; b) 2,24cem n/l00 KMnQy,. 
Fir C;H,,0;PCa . 2 H,O. 





c H C2 H50 P Ca 

05 Clo 0 0 05 0 0 
Berechnet... 26,42 5,975 28.39 9,747 12,58 
Gefunden ... 26,23 5,696 28,13 9,592 12,59 
28,11 9,725 12.87 


' Bergh, J.f. prakt. Chem. 79, 351. 
2 Sabetay, Bull. soc. chim. de France 39, 1255. 
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Zur Theorie der Glykolyse. 


Von 


H. K. Barrenscheen und Hela Beneschoysky. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Seegen-Stiftung der Akademie der 
Wissenschaften in Wien.) 


(Eingegangen am 28. Juli 1935.) 


Der Mechanismus des glykolytischen Zerfalls schien, was die un- 
mittelbaren Vorstufen der Endprodukte anlangt, durch die Unter- 
suchungen Veubergs (1) und seiner Schule, die von uns durchgehend 
hestatigt und erweitert werden konnten (2), dahin aufgeklart, dab generell, 
entsprechend den bereits 1913 geauBerten Anschauungen Veubergs (3), 
Methylglyoxal als Intermediarprodukt auftritt. Cher den zum Methy!- 
glvoxal fiihrenden ProzeB lag auBer fiir das Auftreten von Methyl- 
glyoxal und dessen Umwandlung keine Anhaltspunkte vor. Wir selbst 
haben in unserem Schema des glykolytischen Abbaues diese Frage 
offen gelassen (4) und die Méglichkeit sowohl der Bildung des Methyl- 
glyoxalaldols im Sinne Neubergs als auch die urspriingliche Embden sche 
Auffassung einer primdren Entstehung von Glycerinaldchyd  diskutiert. 

Eine Reihe von Untersuchungen aus neuerer Zeit scheinen nun 
eine Revision unserer seinerzeitigen Anschauungen zu bedingen. Der 
Nachweis von Phosphoglycerinsdure, der erstmals von Nilsson (5) 1929 
bei der Fluoridhemmung der Garung gefiihrt wurde, veranlabte 
Nilsson (6) zur Aufstellung eines Schemas der Glykolyse, das in etwas 
veranderter und erweiterter Form vor kurzem in dieser Zeitschrift 
zur Diskussion gestellt wurde (7). Hier nimmt .V//sson den Zerfall 
der physiologischen Hexosemonophosphorsiure in Glycerinaldehyd- 
phosphorsaure und in einen 3-C-Kérper, méglicherweise Methylglvoxal- 
hydrat, an. Erscheint so bei Nilsson noch das Methylglyoxal im Schema 
des Abbaues und wird von ihm auch die Moglichkeit einer Bildung 
von Methylglyoxal aus der 3-Glycerinaldehydphosphorsaure diskutiert, 
so kommt Embden (8) auf Grund der Isolicrung der Phosphoglycerin- 
siure aus Muskulatur zu einem vollkommen abweichenden Schema. 
Nach Embden tritt als Intermediarprodukt der Phosphorylierung nicht 
eine Hexosemonophosphorsiure, sondern eine Hexosediphosphorsaure 
auf, die weiterhin in je 1 Mol phosphorylierten Glycerinaldch yd bzw. 
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Dioxyaceton zerfallen soll. Durch eine Cannizzarosche Dismutatic 
soll aus diesen Triosephosphorsiuren jeweils 1 Mol Phosphoglyceri) 
sdure baw. Glycerinphosphorsdure entstehen. Der weitere Chergan, 
zur Milchsiure erfolgt nach Embden durch den Ubergang der Glycerin 
phosphorsaure in Brenztraubensdure, die ihrerseits durch eine gekoppelt. 
Oxydoreduktion in Milchsiure tibergeht, wobei Glycerinphosphorsiur 


zu Glycerinaldehydphosphorsiure oxydiert wird. Nach Embden seheid:' 


das Methylglyoxal als Intermedidrprodukt bei der Glykolyse vollkomm 
aus. Die Embdensche Anschauung wird nun durch neuere Unter 
suchungen Meyerhofs und Kiesslings (9), denen der Nachweis de: 
Glycerinphosphorsiure beim Kohlenhydratumsatz des Muskels gegliick: 
ist, scheinbar weitgehend gestiitzt. 

Gegeniiber der Auffassung Embdens, der sich Meyerhof restlos 
anschlieBt, miissen einige Bedenken vorgebracht werden. Einmal ist 
die Annahme einer Hexosediphosphorsdure als unmittelbarer Vorstufi 
des Zerfalls in die 3-C-Reihe durchaus nicht als gesichert anzunehmen 
Im Gegenteil sprechen alle bisher vorliegenden Befunde in dem Sinne. 
daB zumindestens im Harden-Young-Ester und dem_ urspriinglichen 
Embdenschen Lactacidogen ein Stabilisierungsprodukt vorliegt. Be- 
ziiglich der Kritik der bisher vorliegenden Tatsachen iiber das Inter- 
mediarprodukt der Phosphorylierung der Hexose verweisen wir auf 
die Ausfiihrungen von Nilsson (6). Ein zweiter Einwand, der gegen dic 
Embdensche Anschauung erhoben werden kann, ist der, da’ sowoh! 
in der Phosphoglycerinsdure als auch in der Glycerinphosphorsdure, deren 
Vorkommen im tierischen Organismus (Leber) erstmals durch Fishy 
und Subbarow (10) sichergestellt wurde, Stoffe vorliegen, denen nach 
ihrem ganzen Verhalten und den Mengenverhaltnissen, in denen sie 
bei annaihernd physiologischen Bedingungen isoliert werden kénnen, 
eher die Natur von Stabilisierungsprodukten denn von Intermediiar- 
produkten zuzuschreiben ist. Wir glauben uns hier eins mit der Auf- 
fassung von Nilsson. Abgesehen aber von diesen Einwanden, deren 
theoretische Natur wir vollkommen zugeben, vermag die Embdensche 
Anschauung eine Reihe von experimentellen Tatsachen nicht ohne 
weiteres zu erkliren. Wir sehen hier von den eingangs erwahnten 
Untersuchungen Neubergs und unseren eigenen Befunden ab, nach 
denen es gelingt, durch einfache Hemmung der Glykolyse mit jedem 
Organ die Methylglyoxalanhdufung aus He.xosediphosphorsdure zu 
erzielen. Nun wird aber Methylglyvoxal auch in der Muskulatur jod- 
essigsiurevergifteter Tiere gefunden (11) und laBt sich auch unter 
bestimmten Versuchsanordnungen in vitro aus Glykogen als Substrat 
erhalten (12). Stellt man sich auf den Standpunkt der Embden- und 
Meyerhofschen Anschauungen, so mu man wohl oder iibel annehmen, 
daB hier in der Methylglyoxalbildung ein weiterer, normalerweise yom 
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Organismus nicht begangener Weg des Kohlenhydratabbaues zu suchen 
-t. Inwieweit eine solche Annahme einer Doppelgleisigkeit des Kohlen- 
vdratabbaues befriedigen kann, wollen wir dahingestellt sein lassen. 
Griinde prinzipieller Erwagungen lieben uns nun einen Weg suchen, 

der die Vereinigung der vorliegenden Tatsachen mit den theoretischen 

\nschauungen erméglicht. Wir stiitzen uns dabei auf Untersuchungen, 
welche einmal das Verhalten der von Embden bereits am Muskelgewebe 
untersuchten Phosphoglycerinsiure gegeniiber verschiedenen Geweben 

zum Gegenstand hatten, des anderen auf Befunde iiber den biologischen 

\bbau der Glycerinaldehyvdphosphorsiure bei intakter und gehemmter 
(ilykolyse. 


4. Umsetzung von synthetischer Phosphoglyecerinsiure durch tierisches 
Giewebe. 

Nach den Untersuchungen von Embden und Mitarbeitern wird die 
aus Muskulatur erhaltene l-Phosphoglycerinsiure durch Muskelgewebe 
in erheblichem MaBe bis zu 80°, der Theorie in Brenztrauben- 
viure umgewandelt. Nach Newberg und Kobe! (13) wird synthetische 
(lycerinsiure-monophosphorsiure durch Hefe und Milchsaurebakterien 
in Brenztraubensiure tibergefiihrt. © Spielt) die Phosphoglvcerinsiure 
tatsichlich diese Rolle im  intermediairen Kohlenhydratstoffwechsel 
des Organismus, welche ihr von Embden zugeschrieben wird, dann 
muf man wohl voraussetzen, dais die Fahigkeit zur Brenztrauben- 
siurebildung nicht nur auf die Muskulatur beschrankt ist, sondern 
sich, wenn auch vielleicht graduell verschieden, in simtlichen glykoly- 
sierenden Organen nachweisen 1aBt. 

Zu unseren Untersuchungen verwendeten wir nach Neuberg, 
Weinmann und Vogt (14) dargestellte Phosphoglycerinsdure'. Das 
nach Neuberg dargestellte Bariumsalz wurde fiir die Versuche mit der 
berechneten Menge einer Magnesiumsulfatlésung umgesetzt, so dab 
eine isosmotische Lésung des Magnesiumsalzes der Phosphoglycerin- 
siure in Magnesiumsulfatlésung resultierte. Versuchsanordnung und 
Ergebnisse gehen aus nachstehenden Protokollen hervor: 


Versuche mit Blut. 


In den Ansitzen je 5cem durch Venaepunktion gewonnenes /lut 
(defibriniert) und 5eem einer Lésung von 57,26 mg Phosphoglycerinsiaiure 
(durch Umsetzung von 100mg Bariumsalz nach Neuberg erhalten) als 
Magnesiumsalz in isosmotischer Lésung, ferner 

A. 2cem Ringerlésung, 

B. leem Ringerlésung — 1 cem isosmotischer, neutralisierter m= 10 

Bromessigsaurelésung. 

1 Fiir die praparative Darstellung der Phosphoglycerinsiéiure sind wir 
Herrn Dr. K. Locker zu Dank verpflichtet. 
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Nach 3 Stunden Schiitteln im Brutschrank (37°) durch Zusatz fester T) 
chloressigsaure enteiweiBt, Filtrat 2cem emer 1,5°,igen Loésung \ 
2, 4-Dinitrophenylhydrazin in 2n HCl: kein Ausfall von Brenztraube 
séurehydrazon. Nach zweistiindigem Stehen Ansatz nach Case (15) vw 
arbeitet. In die Sodalésung gehen geringe Spuren eines Hydrazons 1 
brauner Farbe tiber, das aber nicht Brenztraubensdiurehydrazon ist. 


Ein weiterer Versuch fiihrte zu den gleichen negativen Ergebniss: 


Versuch mit Muskelbre/, 

In den Ansitzen jeweils 1g Warmbliitermuskelbrei (Meerschweiche: 
dcem Phosphoglycermsaurel6sung wie in den Blutversuchen (entspreche 
57,.26mg Phosphoglycermsiure), lceem m3 > Phosphat, py 6.48. 46 
Ringerlésung. 


3 Stunden Brutschrank. EnteiweiBung mit Trichloressigsaure, Fallin 


mit 15° iger Lésung von 2, 4-Dinitrophenylhydrazin. In samtliche 
Versuchen fast augenblicklich nach Zusatz des Hydrazins schwere Fallin 
von Brenztraubensiurehydrazon. Fp. des nur mit HCl gewaschene 


Hydrazons 207°, nach Umkristallisation 216°. Farbreaktion des Hydrazo: 
mit alkoholischer Kalilauge rein rot. 


Versuche mit Leber, Gehirn und Niere. 
In den Ansiitzen jeweils 1g Organbrei, 4 ¢em isosmotische Phospli 
glycerinsaurelésung (entsprechend 29 mg treier Saéure), 1 cem m 3 Phosphat, 
Pu 6,48, 5cem Ringerlésung. Verarbeitung nach 3 Stunden Brutschrank 


Brenztraubensdurebildung: Niere §, Gehirn 9, Leber Spur. 


Wie man sieht, findet also ausschlieBlich durch Muskulatur wna 
in einem minimalen Mae auch durch Einwirkung von Lebergewely 
Bildung von Brenztraubensiure aus Phosphoglycerinsiure — statt 
Auffallend ist das vollkommen negative Ergebnis beim Blut, diesc~ 
um so mehr, als ja, die Richtigkeit der Embdenschen Anschauuny 
vorausgesetzt, gerade hier ein positiver Ausfall zu gewartigen ware 
Ist doch durch die Untersuchungen von Greenwald (16) und Jost (17 
die Diphosphoglvcerinsiure als normaler Bestandteil der Erythrocyte: 
sichergestellt und ihre Beziehung zum glykolytischen Abbau wahrschein 
lich gemacht. Gerade dieses Ergebnis scheint uns aber doch in den 
Sinne zu sprechen, dab die Phosphoglycerinsiure als Stabilisierungs 
produkt und nicht als Intermediarprodukt im raschen Durchlauf de- 
Abbaues gebildet wird. 


Bemerkenswert scheint uns ferner, daB Hemmung der Glykolys 
auch zu einer betrachtlichen Hemmung der Brenztraubensaurebildung 
wie nachstehender Versuch belegt, fiihrt. Leider fehlen uns zu dieser 
Versuchen die Phosphorbilanzen, wie denn die ganzen hier wiedet 
gegebenen Ergebnisse dringend einer Vertiefung und Erweiterung auc! 
in dem Sinne bediirfen, daB das Schicksal der zugesetzten Phospho 
glvcerinsiure bilanzmaBig verfolgt wird. 
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In den Ansatzen Je Lg Muskelbrei (Meerschweinchen), 5 c¢em is 
smotische  Phosphoglycerinsaurelésung (entsprechend = 57,26mg_— treiet 
saure), Leem Phosphatputter, py 6.48, ferner 

A. 4cem Ringerlésung. 

B. 3cem Ringerlésung leem m 10 neutralisierte Bromessigsaure 

lésung. 

3 Stunden Brutschrank (37°). 

Ausbeuten: Brenztraubensaure-2, 4-Dinitrophenyihyvdrazon 

A. 9mg 2.955 mg Brenztraubensaure 
ms © y 1.64 

Hier zeigt sich, daB in dem gehemmten Versuch nur 5.99°,, det 
Phosphoglycerinsiure als Brenztraubensiure erscheinen, gegen 10,79 ° 
in dem ungehemmten Versuch. 

In einem weiteren Versuch haben wir eine Bilanz beztiglich Brenz 
traubensiure und Milchséiurebildung durchgefihrt. 

Je lg Muskelbrei, 2cem m3 Phosphat. py 7.38, ferner 

A. (Kontrolle) 8 cem Ringerlésung, 

B. (Versuch) 5cem isosmotische Phosphoglycerinsdiure (entsprechend 

57,26 mg freier Saure), 3cem Ringerlésung. 

3 Stunden Brutschrank (37°). Milchsaurebestimmung nach Friedeman 
und Kendall (18), Brenztraubensaure nach Newberg (19), als 2, 4-Dinitro 
phenylhydrazon gewogen. 

Milchsauremehrbildung in B. (Versuch) 1,650 mg Ansatz. 

Brenztraubensaurebildung in B. (Versuch) 7.2 mg Hydrazon ? 364mg 

Brenztraubensaure Ansatz. 

Wie man sieht, erscheinen hier 8,64°,, der Phosphoglycerinsaure als 
Brenztraubensaure bzw. 5,89°,, als Milchsaéure wieder. 

Ein orientierender Versuch, inwieweit im Sinne unserer seinerzeitiyg 
entwickelten Anschauungen (20) Sulfhydrylverbindungen zu einem 
Verschwinden der Brenztraubensaure fiihren, zeigte, daB in den Versuchs 
ansitzen mit Thioglykolsaure keine Spur Brenztraubensaiure nachweisha: 
war, wahrend in dem Parallelversuch ohne Thioglykolsiure aus rund 
der halben Menge des Ansatzes 3 mg Brenztraubensiure-2, 4-Dinitro 
phenylhydrazon isoliert werden konnten. 


B. Umsetzung synthetischer d, l-Glycerinaldehydphosphorsiure durch 
normales und in der Glykolyse gehemmtes Gewebe. 

Uber den Umsatz synthetischer d, 1-Glycerinaldehydphosphorsaure 
liegen bisher ausschlieBlich Daten von Smythe und Gerischer (21) iiber 
die Vergarung durch Hefe (Lebedew-Saft und lebende Hefe) vor; auBer- 
dem eine kurze Angabe Embdens, derzufolge Glycerinaldehydphosphor- 
siure durch Muskelbrei zu Milchsaiure umgewandelt wird. Nach bisher 
unver6ffentlichten Untersuchungen mit Luise Messiner aus dem 
Jahre 1927 (s. vorstehende Arbeit) konnte gleichfalls die Vergaérung 
nachgewiesen werden. 

| 
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Die zu unseren Versuchen verwendete Glycerinaldehydphosphorsaur: 
war nach der in der vorstehenden Arbeit angegebenen Technik von Barres, 
scheen und Messmer dargestellt. Durch Behandeln des Calciumsalzes des 
phosphorylierten Glycerinaldehydacetals mit n HgS O, bei Zimmertemperat i 
erhalt man Lésungen des phosphorylierten Aldehyds, dem nur wenig 
anorganischer Phosphor und treier Glycerinaldehyd beigemengt ist. Der 
Umtang der Zersetzung betraigt nach mehreren Versuchen maximal 10 
der zu erwartenden Ausbeute. Die Lésungen zeigen deutlich Kaltreduktion 
Fehlingscher Lésung und ein analoges Verhalten wie die von Fischer und 
Baer (22) beschriebene Lésung der auf anderem Wege erhaltenen Glycerin 
aldehydphosphorsaure. 

Zu den Versuchen wurden die Lésungen jeweils mit Natronlaug: 
exakt gegen Lackmus neutralisiert. Versuchsanordnung und LErgebniss: 
gehen aus nachstehender Zusammenstellung hervor: 


Versuche mit Muskelbrei. 
In samtlichen Ansétzen je 1g Muskelbrei (Meerschweinchen), 1 cen, 
m3 Phosphat, pq 6,48, ferner 
A. 9eem Ringerlésung + 50 mg Glycerinaldehydphosphorsaure. 
B. Scem Ringerl6sung + 50 mg Glycerinaldehydphosphorséure, | cer: 
neutralisierte m 10 Bromessigséure. 
C. Scem Ringerlésung + 100 mg hexosediphosphorsaures Mg — 1 cem 
neutralisierte m/10) Bromessigsaure. 
3 Stunden Brutschrank (37°). 
Methylglvoxal (als 2, 4-Dinitrophenylhydrazon) : 
A. 4 B. t C. 
Schmp. des mit Alkohol ausgekochten Gsazons 306° (Mikroschin. 
nach Kofler). 
Wiederholung des Versuchs fiihrt zu gleichen Ergebnissen. = Schmy. 
des Osazons 305°. 


Versuche mit Muskelextrakt nach Meyerhof. 

Je 2cem Muskelextrakt, ferner 

A. 50mg Glycerinaldehydphosphorsaure in 10 cem Ringerlésung. 

B. 50mg Glycerinaldehydphosphorsaure in’ 8ecem_ Ringerlésung 

2cem m_ 10 neutralisierte Bromessigsaure. 

3 Stunden Brutschrank (37°). 

Methylglvoxal (als 2, 4-Dinitrophenylhydrazon) 

A. 9 B. 

Schmp. des Bishydrazons 300°. 

Auch hier bei der Wiederholung gleiches Ergebnis. 

Schmp. des Bishydrazons 300°. 

Zu analogen Ergebnissen fiihrten Versuche mit Leber, Niere und 
Gehirn, auf deren Wiedergabe wir mit Riicksicht auf Raumersparnis 
verzichten. 

Wie unsere Versuche zeigen, verschwindet in den nicht gehemmten 


Ansitzen die zugesetzte Glycerinaldehydphosphorsaure restlos. Anders 
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n den Hemmungsversuchen, in denen wir ausnahmslos die Bildung 
von Methylglyoxal nachweisen konnten. Mit Riicksicht auf die Er- 
fahrungen von H.O. L. Fischer und Baer sind wir bei der Fallung mit 
2. 4-Dinitrophenylhydrazin auberst vorsichtig zuwege gegangen und 
haben den unmittelbar nach Zusatz des Hydrazins auftretenden Nieder- 
schlag des Methviglvoxalbishvdrazons sofort zentrifugiert, so dab 
eine sekundire Methylglyvoxalbildung aus nicht umgesetztem Glycerin- 
aldehyd auszuschlieBen ist. In allen Ansiatzen, auch in den nicht- 
yvehemmten, fallt bei 12- bis 24stimdigem Stehen ein orangegefiarbtes 
Hvdrazon aus, das im Gegensatz zum Methylglvoxalbishydrazon 
spielend in Alkohol léslich ist, mit alkoholischer Kalilauge die charak- 
teristische Violettfarbung der Bishvdrazone (Osazone) gibt und Phosphor- 
siure in organischer Bindung enthalt. 

BilanzmaBig haben wir den Abbau der Glycerinaldehyvdphosphor- 
siure nach der Abspaltung anorganischen Phosphats in einer Reihe 
von Organen gepriift und die Milchséurebildung durch Muskelgewebe 
verfolgt. Nimmt man analog den Versuchen von Smythe und Gerischer 
an der Hefe an, daB auch durch tierisches Gewebe nur die dem Organis- 
mus adiaquate Form des Aldehyds abgebaut wird, dann erscheinen 
unsere Bilanzen wesentlich giinstiger. Wir beschrinken uns hier aut 
die tabellarische Wiedergabe zweier Versuche mit Muskelextrakt. 


Tabelle I. 





Milchsiure 


Phosphor- Phosphorsa&ure ae eee 
siuremehr- | aus Glycerin- Milchsdare is Aus Glycerin- Berechnet 
bildung aldehyd- pesca Tg aldehyd- nach der 
nach 3 Std. phosphorsiure oo phosphorsaure P-Ab 
gefunden spaltung 
Kontrolle 0,128 - 0,157 
Versuch (/ ror . - . 
ersuch(A) || 1586 1411 4.815 4,658 4.096 
(ungehemmt) | 
vores) || 1.908 1.124 1,225 1,068 3.262 


(gehemmt) | 


Kontrolle 0.257 
Versuch (A) | 


9450 9% 
(ungehemmt) | 1,25 0,993 
Versuch (B) | 1.190 0.933 


(gehemmt) | 


(. Diskussion der Ergebnisse. 

Fassen wir die in beiden Versuchsreihen erhaltenen Ergebnisse zu 
sammen, so kénnen wir folgendes feststellen. Synthetische Phosphoglycerm 
sdure wird wohl von Muskel- und vielleicht auch in geringem Mabe von 
Lebergewebe nicht aber durch die tibrigen untersuchten Gewebe in 
Brenztraubensdure gespalten. Neben der Spaltung zu Brenztraubensiaure 
finden wir im Muskel auch eine geringfiigige Mehrbildung von MWilehsdaure, 
die wir auf die Umsetzung der gebildeten Brenztraubensaure glauben 
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beziehen zu missen. Glycerinaldeh ydphosphorsdure wird durch alle unter 
suchten Gewebe verarbeitet. Als Produkt der Umsetzung finden wir be 
normalem Ablauf der Glykolyse des Muskels Wilchsdurebildung, be 
Hemmung der Glykolyse wird durch samtliche untersuchten Gewel 
Methylglyoral aus Glycerinaldehydphosphorsiure gebildet. © Soweit aus 
unseren sparlichen Bilanzversuchen zu ersehen ist, wird aber nur ein geringer 
Teil der zugefiigten Glycerinaldehydphosphorsiure als Milchséiure bzw 
Methylglyoxal wiedergefunden. Die Hauptmenge scheint anderweitiger 
Umsetzungen zu unterliegen, und hier scheinen unsere Versuche eine Be 
statigung der von Nilsson ausgesprochenen Vermutung zu geben, dati 
Glycerinaldeh ydphosphorsdure die unmittelbare Vorstufe des Hexosediphosphats 
ist. In diesem Sinne miissen wir wohl das Auftreten eines phosphorsiure 
haltigen Bishydrazons, das in allen unseren Ansatzen nach laingerem Stehen 
erst ausfallt, deuten. Weitere Versuche, die speziell dieser Frage der Kor 
densation gewidmet sein sollen, miissen tiber diese Frage Klarheit schaffern 
Mangel an Material hat uns leider diesen wichtigen Teil unserer Unter 
suchungen bis jetzt nicht durchfiihren lassen. Immerhin méchten wir aui 
Grund unserer experimentellen Ergebnisse zu den von Nilsson baw. von 
Embden zarv Diskussion gestellten Theorien der Glykolyse auch von unsere: 
Seite aus Stellung nehmen. Die theoretischen Eimwendungen, die gegen 
die Anschauung Embdens geltend gemacht werden kénnen, haben wi 
cingangs in unserer Arbeit erwahnt. Sie scheinen durch die Ergebnisse 
unserer Versuche bis zu einem gewissen Grade gestiitzt. Dagegen erblicken 
wir in den Ergebnissen unserer Versuchsreihe eine weitgehende Stiitze 
der von Nilsson vorgebrachten Anschauung. Wir kamen so zu einem 
Schema der Glykolyse, das, wie wir glauben, den vorliegenden experimentellen 
Tatsachen am ehesten gerecht wird und in dem auch das Methylglyoxal 
seinen Platz erhalt. In Erweiterung unseres seinerzeitigen Schemas méchten 
wir in Ubereinstimmung mit Nilsson als erstes Produkt des Zerjalls in div 
3-C-Reihe das Auftreten der Glycerinaldeh yd phosphorsdure annehmen. Ol 
man nun mit Nilsson daneben das Auftreten eines Methylglyoxalhydrats 
annimmt, unter der Voraussetzung einer Hexosemonophosphorsiaure als 
Intermediarprodukt der Glykolyse, oder ob man im Sinne Embdens die 
aus emer Hexosediphosphorsiure auftretenden phosphorylierten Trioset 
annimmt, ist fir den weiteren Abbau vollkommen gleichgiltig. Ausgehend 
von der Glycerinaldehydphosphorsaure lassen sich nach folgendem Schema 
wohl samtliche Tatsachen zwanglos erklaren: 


Glycerinaldehydphosphorsaure 


ov ay 
jen m recap 
wom + agar. SCh 
4al) = Qn 
« ps - s 
8 ~> 
Hexosediphosphat 1 Phospho-Glycerinsiure 
+ Glycerinphosphorsiure 
’ | 
Methylglyoxal v 
Brenz- 
| traubensaure 


Brenztraubensaure 
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Milchsaure 
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Der normale Abbau der Glycerinaldehydphosphorsaure wurde Uber 
Vethviglvoxal und Brenztraubensaure zu Milchsaure tihren. Gestutzt scheint 
iese Auffassung durch den Nachweis der Methylglvoxalbildung aus Glycerin- 
dehydphosphorséiure bei Hemmung der Glykolyse. © Der Befund des 
\uftretens von Phosphoglycerinsdiure und der Glycerinphosphorsiaure ist 
ach unserer Anschauung der Ausdruck eines Stabilisierungsvorganges. 
Die der Nilssonschen Auffassung entsprechende Bildung der Hexose 
diphosphorséure stellt gleichfalls emen Stabilisierungsvorgang dar. Durch 
den Befund eines phosphorsaurehaltigen Dishydrazons scheimt auch diese 
\uffassung experimentell gestiitzt. Wir sind uns vollkommen klar, dat 
lie hier wiedergegebenen Vorstellungen noch einer weiteren experimentellen 
Begrindung und Vertiefung bediirfen, haltem uns aber aut Grund unserer 
isherigen Ergebnisse tir berechtigt, auch dieses Schema. das im wesent- 
chen eine Bestatigung der Anschauungen Euders und Nilssons darstellt, 
uw Diskussion zu stellen. 


P 
D. Zusammenfassung. 


1. Synthetische Phos phoglycerinsaure wird von Muskelgewebe wid 
\Muskelextrakt, vielleicht auch von Lebergewebe, zu Brenztraubensaur 
dephosphoryliert. In Bestatigung der Embdenschen Befunde labt sich 
dabei eine geringe, auf die Umsetzung der Brenztraubensiure zu be- 
zichende Bildung von Milchsiaure feststellen. 


2. Alle iibrigen untersuchten: Gewebe sind nicht imstande, unter 


den von uns gewahlten Versuchsbedingungen zu emer Anhaufung von 
Brenztraubensiure aus Phosphoglycerinsiure zu fithren, 

3. Synthetische — d, 1-Glycerinaldeh yd phos phorsaure wird — durch 
vormales Gewebe abgebaut. Als Produkt dieses Abbaues konnte im 
Muskelgewebe Milchsaiurebildung nachgewiesen werden. 


4. Hemmung der Glykolyse fihrt in allen Versuchen bei annahernd 
gleicher Dephosphorylierung der Glycerinaldehydphosphorsaure wie in 
den Normalansitzen zur Anhaufung von Methylglyoval. 

5. Ein wesentlicher Anteil der  zugefiigten Glycerinaldehyd- 
phosphorsaure scheint in Form eines Kondensationsproduktes, moglicher- 
weise Hevosedi phos phorsdure, aufzutreten. 

6. Auf Grund der vorliegenden Befunde wird in Anlehnung an 
das Schema von Nilsson eine Theorie der Glykolyse diskutiert, 
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Zur Frage der Resorption yon 
Aluminiumverbindungen im Organismus, mit Beriicksichtigung 
des normalen Aluminiumgehalts tierischer Gewebe. 


Von 
J. Wiihrer. 


(Aus dem pharmakologischen Laboratorium des Reichsgesundheitsamtes. ) 


(Eingegangen am 29, Juli 1933.) 


Nachdem vom gesundheitlichen Standpunkt aus die Frage, ob 
dauernde Aufnahme kleiner Mengen von Aluminiumverbindungen 
mit den Speisen gesundheitliche Schadigungen irgendwelcher Art 
verursachen kénne, schon vor geraumer Zeit einer vielseitigen wissen- 
schaftlichen Prifung unterzogen worden war und auf Grand ihrer 
Ergebnisse verneint werden konnte!, ist diese Frage, veranlaBt durch die 
in der Offentlichkeit in den letzten Jahren verbreiteten Behauptungen 
iiber Gesundheitsschadigungen durch den Gebrauch von EB-, Trink- 
und Kochgeschirr aus Aluminium, erneut Gegenstand experimenteller 
Untersuchungen? geworden. 

Wesentlich bei der Beurteilung der Frage der pharmakologischen 
Wirkung von Metallverbindungen im tierischen Organismus ist die Fest- 
stellung, in welchem Umfang das Metall vom Magendarmkanal aus 


1 Ohimiiller u. Heise, Arb. a. d. Kaiserl. Gos.-Amt. 8, 377, 1893; Plaage 
u. Lebbin, Veréffentl. a. d. Geb. d. Militarsanitaétswesens 8, 1893, Berlin; 
Lunge u. Schmid, Zeitschr. f. angew. Chem. 7, 1892; H. Chittenden, BE. Taylor 
u. H. Long, Bull. U. S. Depart. of Agriculture Nr. 103, 1914: The Lancet, 
Some Kitchen Experiments with Aluminium 1, 54, 19138. 

2 C. Massatsch u. H. Steudel, diese Zeitschr. 220, 239, 1980; Steudel, 
ebenda 253, 387, 1932; C. Massatsch, Hauszeitschr. d. Vereinigt. Alumininim- 
Werke usw. Heft 3. S. 75, 1929: die Tierversuche sind gemeinsam mit 
H. Steudel ausgefiihrt; AK. B. Lehmann, Arch f. Hyg. 102, 349; 106, 336, 
1931; v. Fellenberg, Mitteil. a.d. Geb. d. Lebensmittelunters. u. Hyg., Bern, 
19, 137, 1928. 
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resorbiert wird, welchen Verlauf die Ausscheidung des Metalls nimmt 
und ob das Metall in Organen oder Geweben gespeichert wird. Hin. 
sichtlich des Aluminiums liegen hieriiber erst aus letzter Zeit einige 
umfassende Untersuchungen vor. 


Myers und Mitarbeiter', sowie Peterman und Underhill? tanden. dats 
die Zufuhr verhaltnismabig groBer Aluminiummengen per os praktisch, 
keinen EintluB auf den normalen Aluwminiumgehalt der Organe und Gewebe 
von Hunden und Ratten hatte. In normalen tierischen und menschlichen 
Organen und Geweben wurde Aluminium in geringen Mengen festgestellt, 
die sich z. B. bei der Leber von 0,15 bis 0.66 mg, beim Blute von 0.06 bis 
0.36 mg je L00g frisches organisches Material bewegten. Auch bei lang 
andauernder Zufuhr von Aluminiumverbindungen in Form von aluminium 
backpulverhaltigen Biskuits an die Tiere konnte eine Speicherung von 
Aluminium in den Organen usw. nicht festgestellt werden. Damit konnten 
die SehluBfolgerungen friiherer Untersuchungen von Steel, Kahn? und 
Balls®, wonach betrachtliche Mengen von Aluninium aufgesaugt werden 
sollten, als tiberholt betrachtet werden. 

K. Mackenzice® hat ferner an umftangreichem Tiermaterial (Ratten 
and Schweinen) testgestellt, dali die Ausscheidung des per os einverleibten 
Aluminiums ausschlieBlich auf den Magendarmkanal beschréankt bleibt 
und eine nachweisbare Resorption nicht eintritt. Stewdel (Ll c.) nimmt an, 
dafii das in den Verdauungskanal gelangte Aluminiumsalz entweder gar 
nicht resorbiert wird, oder aber daB es, ahnlich wie das Eisen, nach vortiber- 
gehender Resorption in den oberen Diinndarmpartien durch den Dickdarm 
restlos wieder ausgeschieden wird’. 

Das Vorkommen von Aluminium in normalen tierischen Organen 
und CGeweben haben neben den erwahnten Autoren in neuerer Zeit 
Kahlenberg und Closs®, Underhill, Peterman, Gross und Krause’, Mas- 


1 VLC. Myers ue. 1. W. Mull, J. of biol. Chem. 78, 605, 1928; V.C. 
Myers u. D. B. Morrison, ehbenda 78, 615, 1928. 

2 FF. P. Underhill u. F J. Peterman, Amer. J. of Physiol. 90. 39. 50, 
71. 1929. 

3M. Steel, Biochem. Bull. 5, 173, 1916, zit. nach JWJyers u. Morrison, 
J. of biol. Chem. 78, 624, 1928. 

4M. Kahn, Biochem. Bull. 1, 235, 191112, zit. nach WJ yers u. Morrison, 
J. of biol. Chem. 78, 624, 1928. 

5 4. K. Balls, Biochem. Bull. 5, 195, 1916, zit. nach Wyers u. Morrison, 
J. of biol. Chem. 78, 624, 1928. 

®* K. Mackenzie, Biochem. J. 24. 1433, 1930; 25, 287, 1931. 

Ob der von Steudel angegebene éuberst kleine Aluminiumgehalt 
der untersuchten Organe normaler Tiere (Ratten: 0,004 bis 0,006 mg-°,), 
der gegeniiber den Angaben anderer Autoren und auch den hier festgestellten 
Mengen um ein Vielfaches geringer ist, den in den Organen vorhandenen 
Aluminiumgehait darstellt, muB dahingestellt bleiben. Bei der Benutzung 
des von ihm angewendeten kolorimetrischen Bestimmungsverfahrens zu 
den hier angestellten Versuchen mit zugesetztem Aluminium wurden in 
keinem Falle befriedigende, meist bedeutend zu niedrige Werte erhalten. 

8 L. Kahlenberg u. J.O. Closs, J. of biol. Chem. 83, 261, 1929. 
* Underhill, Peterman, Gross u. Krause, Amer. J. of Physiol. 90, 72, 1929. 
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wtsch (loe.), KB. Lehmann und S.J. Lewis? festgestelit®. Die Ergebnisse 
ler Untersuchungen von Gonnermann’* iiber den Gehalt  menschlicher 
Organe an Alummium — es wurden dort Werte von 0.2 bis 3.4 der 
frockensubstanz gefunden sind angesichts der analytisch nicht ein- 
wandfreien Bestimmungsmethode unmoglich als richtig anzusehen und nach 
llen vorliegenden Untersuchungen und eigenen Erfahrungen tiberholt. 

In frither angestellten, bisher unverOtfentlichten Untersuchungen des 
Laboratoriums iiber die pharmakologischen Wirkungen des Aluminiums 
‘rat bei Hunden eine teilweise Herabminderung der Fre(lust cin, wenn 
wer reagicrende Aluminiumsalze im Futter wahrend mehrerer Wochen 
taglich verabreicht wurden. (Kalialaun: 3.2 bis 6.4 ¢. Aluminiumsultat : 
{5g und Ahuniniumacetatlosung: entsprechend 0,125 bis 0,25 AI,O 
je Tier). Im Harn der Tiere konnte Aluminium nicht, im den Darment- 
eerungen die Gesamtmenge des zugettihrten Aluminiums wieder festgestellt 


ur 


werden. Hieraus wurde geschlossen. dai auch bei langerer Zufuhr grober 
\luminiumsalzmengen an Hunde sich keine schadliche resorptive Wirkung 
zeigt, und daB die beobachtete Abnahme der FreBlust aut die Ortlich ad 
-tringierende, zum Teil atzende Wirkung dieser groben Mengen stark 
hydrolysierter Aluminiumsalze zuriickzuftihren ist. 

Die Einverleibung grober Mengen léslicher, Schleimhautreizungen 
hervorrufender Aluminiumsalze kann hinsichtlich der pharmakologischen 
Beurteilung nicht mit der Aufnahme kleiner, mit der Nahrung zugefiihrter 
Aluminiumverbindungen verglichen werden. Es war daher zu prifen, 
ob bei sehr lange andauernder Zufuhr kleiner Mengen eines leicht los- 
lichen Aluminiumsalzes mit dem taglichen Futter cinerseits und bei 
ebensolcher Verabreichung groBer Mengen einer Aluminiumverbindung, 
die keine wesentliche Reizwirkung auf die Schleimhaut austibt, anderer- 
seits eine Resorption und Speicherung von Aluminium in Organen 
und Geweben sich feststellen laBt. Zu den nachfolgend beschriebenen 
Versuchen wurde einerseits Aluminiumehlorid (AICL, — 6 H,O) in 
Gelatinekapseln und andererseits frisch gefalltes Aluminiumhydroxyd 
(das betrachtliche Léslichkeit in schwachsauren Fliissigkeiten zeigt) 
zur Fiitterung verwendet. 

Um ein méglichst in gleichmabiger Form zu vertitterndes Aluminium- 
hydroxyd zu erhalten, wurde eine Lésung von kristallisiertemm Aluminium- 
sulfat (60 «) in der Siedehitze mit einem geringen UberschuB von Ammoniak 
gefallt, sofort noch heiB abgesaugt und hei ausgewaschen. Der Aluminium- 
hydroxydbrei wurde mit Wasser versetzt, zum Sieden erhitzt, am Riihrwerk 
etwa 2 Stunden gertihrt und durch ein feinmaschiges Sieb gegossen. Die 
emulsionsartige Aufschlammung wurde dann in einem Melkolben aut 


' OK. B. Lehmann, Arch. t. Hyg. 106, 309, 1931. 

2 S.J. Lewis, Biochem. J. 25. Teil 3, 2162, 1931. 

3 E. Rost gibt eine umfassende Ubersicht iiber den Al-Gehalt) von 
Lebensmitteln, menschlichen und tierischen Organen usw. in dem Handbh. 
d. Lebensmittelchem. 1, 1069 u. 1073, 1933. 

4M. Gonnermann (aus dem Institut Koberts), diese Zeitschr. SS, 401, 
1918, 
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1000 com mit Wasser aufgefiillt. 100 cem der Aufschlammung, deren Gehalt 
an Al,O, jeweils bestimmt wurde, wurden fiir die Fiitterungszwecke mit 
dem tiaglichen Futter (gekochter R is, getrocknetes oder frisches, gekochte- 
Fleisch) vermengt und den Hunden verabreicht. Das mit der Aufschlammuny 
gemischte Futter wurde im allgemeinen restlos von den Tieren aufgenommen 


Auf diese Weise wurden 5 Hunde monatelang gleichmaBig taglich 
anfangs mit kleineren Mengen (150, 300, 600 mg, steigend), in der zweiten 
Halfte der Fiitterungszeit mit durchschnittlich 1000 mg Aluminiumoxyd! 
enthaltenden Aufschlammungen gefiittert (vgl. Tabelle I). 


Die Hunde (Nr. | bis 5) erhielten im ganzen 190, 210, 225, 292 bzw. 337 y 
Aluminiumoxyd auf die angegebene Weise zugefiihrt. Das Aluminiumehlorid 
(AICL, + 6 H,O) wurde in fester Form in Gelatinekapseln an zwei Hunde, und 
zwar taglich 300 mg Aluminiumehlorid entsprechend 33 mg Aluminium, 
morgens unmittelbar vor der tiblichen Nahrungsaufnahme eingegeben (vgl. 
Tabelle I). 

Sodann wurden in Einzelversuchen am Hund und auch am Menschen 
nach Verabreichung einer Einzeldosis von etwa 1000 mg Al,O, enthaltende: 
Aluminiumhydroxydaufschlammung Harn und Kot teils nach Verlauf 
mehrerer Stunden, teils nach Tagen auf Aluminium untersucht. Weiterhin 
nahmen zwei Versuchspersonen (Verfasser und Dr. AKdarber) wahrend 17 Tagen 
taglich je etwa 1000 mg Al,O, enthaltende Aufschlammung ein. Die eine 
der beiden Versuchspersonen (Dr. Kdrber) setzte den Versuch bei einer 
taglichen Einnahme von etwa 500 mg Al,O, enthaltenden Aufschlammung 
bis zur Dauer von 70 Tagen fort. 


I. Bestimmung des Aluminiums im organischen Material. 


Von den den getéteten Tieren entnommenen Organen wurden jeweils 
100 g — wenn das Finzelorgan geringer im Gewicht war, das ganze Organ 
zur Analyse verwendet. Um den Analysengang méglichst abzukiirzen und 
Fehler durch Zusatze gréBerer Mengen von Reagenzien (Séiuren) bei der 
Mineralisierung nach Méglichkeit auszuschalten, wurde von einer Zerstérung 
der Organe auf nassem Wege abgesehen und, da ein Verlust durch Fliichtig- 
gehen von Aluminium beim Veraschen und vorsichtigem Gliihen nicht zu 
befiitchten ist, die Organe nach vorheriger Trocknung in Quarzschalen iiber 
freier Flamme unter tropfenweiser Zugabe kleiner Mengen konz. Salpetersaure 
(3 bis 5cem) verascht. Schwer verbrennbare Kohle wurde mit Wasser 
ausgelaugt, fiir sich verbrannt und die Auslaugefliissigkeit der Asche wieder 
zugesetzt. Ebenso wurde auch mit dem Kot verfahren. Der Harn wurde 
eingedampft, die organische Substanz mit rauchender Salpetersaure zerstért 
und zuletzt in der Quarzschale verascht. Die Asche wurde in 10 bis 15 cem 
25°. iger Salzsaure in der Platin- oder Quarzschale unter Erwiirmen gelost 
und, wenn notig, von dem meist sehr geringen, aus Kieselsiure bestehendem 
unléslichen Riickstand abfiltriert. In den Fallen, in denen geringe Mengen 
von Kupfer (insbesondere Leber) zu erwarten waren, wurde die salzsaure 


Die als Ausgangsmaterial verwendete Aluminiumsulfatmenge war 
so bemessen, das 100 cem der Aufschlammung etwa 1000 mg Aluminium- 
oxyd (Al,O,) enthielten. Die analytische Gehaltsbestimmung ergab meist 
etwas kleinere oder etwas gréBere Werte als 1000 mg Al,O, (950 bis 1050 mg) 
pro 100 cem. 
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Losung entsprechend verdtinnt, mit Schwefelwasserstoff gefallt, mehrere 
Stunden stehengelassen, filtriert und auf etwa 50 cem eingedampft!. Die 
Losung der Asche wurde mit Ammoniak bis zur noch eben sauren Reaktion 
Phenolphthalein als Indikator) neutralisiert, hierauf 1.8 ccm = Salzsaure 
sp. Gew. 1,19) zugesetzt, auf etwa 400 cem = verdiinnt und nacheimander 
lQcem 10° ige  Dinatriumphosphatlésung, 25¢em 20° ige | Natrium- 
thiosulfatl6sung und 7,5 c¢em 30° ige Essigsaéure hinzugefiigt. 


Trat beim Zusatz von Natriumphosphat eine nicht wieder ver- 
schwindende Fallung ein, wie z. B. bei verhaltnismaBig hohem Eisengehalt 
(Blut, Leber), so wurden weitere 1,8 cem Salzsaure und 25 cem Natrium- 
thiosulfatlésung zugeset%t. Die sich durch beginnende Schwetelausscheidung 
triibende Lésung wurde !/, Stunde zum Kochen unter Ersatz des verdamptten 
Wassers erhitzt und nach dem Absetzenlassen des aus Schwetel und Alumi- 
niumphosphat bestehenden Niederschlags abfiltriert., heiB ausgewaschen 
und der Niederschlag samt Filter im Platintiegel getrocknet. verascht, 
gegliht und gewogen. Hiernach gelingt es, auch bei Gegenwart von Eisen 
und Caleium das Aluminium als Phosphat zu fallen, ohne dali Eisen und 
Caleium rmitgefallt werden. 

In Blindversuchen mit Aluminiumsulfatlésung [1,23 g  Al,(SO,), 

18 H,O in | Liter Wasser gelést| ergaben sich folgende Werte. Zu 20 cem 
destilliertem Wasser wurden 





Zugesetzt Alinmg. . 100 50 20 15 19 05 04 038 O02 OJ 


Gerumaens , « » + « 99 495 19 15 099 05 044 0,27 0,22) 0.15 


Ohne Aluminiumzusatz ergab sich ein) Durchschnittsblindwert von 
0,3 mg, der, als Aluminium berechnet, 6,06 mg Al ergibt und von siamtlichen 
ermittelten Werten in Abzug gebracht wurde. 

Zerkleinerten Organen (je 100g Muskel, Leber, Darm) wurde 





Zugesetzt Alinmg. . 5,0 3.0 2,0 30 115 |10 (06 | 0,35) 02 
Gefunden « » # + % 495 30 2.04 21 1.37 O85 069 0,3 0,2 


* Die ohne Aluminiumzusatz erhaltenen Werte (s. Tabelle) sind in Abzug gebracht 


Hiernach erméglicht die Methode auch die Erfassung sehr kleiner 
hier in Frage kommender Mengen von Aluminium in organischem Material 
mit befriedigender Genauigkeit und einer Fehlergrenze von etwa 20° 
Die von Underhill und Peterman (\. e.) angegebene kolorimetrische Methode 
lieferte in Kontrollversuchen mit den gewichtsanalytischen Werten gut 
iibereinstimmende Zahlen. 


II. Versuchsergebnisse. 
1. Dauerversuche. 
Die in den Organen usw. ermittelten Aluminiumwerte sind in nach- 


stehenden Tabellen wiedergegeben : 


1 Bei gréBeren Aschenmengen (Kot) wurde nur ein Teil der Aschen- 
lésung verwendet. 
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Tabelle II. 


Aluminiumgehalt der Organe der Hunde nach Zutuhr von Aluini 
niumehtlorid. (Die letzte Aluminiumzufuhr erfolgte jedesmal S Stunden 


vor der Sektion.) 








Hund Nr. 6. Hund Nr. 7 
Endgewicht: 7kg Endgewicht: 18 kg 
Versuchsdauer: 8 Monate Versuchsdauer: 13 Monate 
Urgan Aluminium (Al) Aluminium (Al 
usW 
Gesamt . , (resamt- 5 _ 
gewicht in 100¢ im (resamit- vewicht in 100¢ im Gesam 
bad gewicht = nad gewicht 
g mg mg g mg ng 
Magen * 60 0.16 O11 200 0.93 44 1.86 +4 
Darm * O14 --- -- 
Blut ** O13 
Leber 200 044 OSS 46S 1.02 
(alle 12 #*¢ _ 0.09 — 
Niere 45 OAS ON 53 0.08 
Lunge 65 3.7 24+ 130 OO 
Herz 60 O03 0.18 107 O35 
Milz 19 ** 013 — 
Muskel 0.4 — — 0.0S 
Gehirn 76 0.16 013 85 0.09 0.08 


* Magen- und Darmwand mit Wasser abgespiilt. 

** Blut wurde in tiefer Chloroform-Athernarkose aus einer in die Carotis eingebundens 
Kaniile entnommen. 

*** In den Fallen, in denen das Gewicht des Ausgangsmaterials nur einen kleinen Bruc! 
teil von 100g betrug, wurde die Umrechnung auf 100g nicht vorgenommen. 

+ Der verhiltnismabig hohe Aluminiumgehalt diirfte auf den unabhingig vom Versuch 
in die Lunge des Hundes durch Einatmung gelangten tonerdehaltigen Staub (Erde, Sand usw 
zuriickzufiihren sein. Vgl. dieselbe Auffassung (. Oppenheimers in .Chemie der Zellvorginge™ 
Gellhorns Lehrb. d. allg. Physiologie 1931, S. 245. 

++ Offenbar verursacht durch kleine, an der Schleimhaut haftende Reste der Aluminium 
verbindung von der vorangegangenen Fiitterung her, trotz vorheriger Spiilung mit Wasser 


Im Tagesharn (24 Stunden)! der im Dauerversuch mit) Aluminium 
hydroxyd und der mit Aluminiumchlorid gefiitterten Tiere konnte Aluminium 
nicht oder nur in Spuren (bis 0,15 mg Al) nachgewiesen werden, ebenso wie 
auch im Tagesharn eines nicht zu Versuchen verwendeten Hundes. 

Neben der Untersuchung der Organe der Hunde wurde versucht, 
Aluminium auch in der Knochensubstanz nachzuweisen. In Blindversuchen. 
bei denen anfangs zu einer bestimmten Knochenaschenmenge ? (entsprechend 
20 bis 100g, von Fleisch und Knorpelresten befreiter, entfetteter und 
getrockneter Rinderknochen) Aluminium in Mengen von 1 bis 20mg zu 
gesetzt wurde, konnten diese Mengen infolge des stets st6renden tibergroben 
Caleiumgehalts in keinem Falle quantitativ befriedigend wieder bestimmt 
werden. Versuche, die Hauptmenge des Calciums als Sulfat in sehwach 
saurer LOsung vorher zu entfernen oder das Aluminium als Aluminat al 
zutrennen, fihrten nicht zum Ziele. 


1 Im Stoffwechselkatig aufgefangen. 
2 Die entfetteten Knochen wurden zuerst in der Platinschale im Muttel- 
ofen verascht. 
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Tabelle ILL. 


Aluminiumgehalt der Organe eines normalen (nicht mit eine: 
Aluminiumverbindung gefiitterten) Hundes. 





Hund Nr. 8 
Gewicht: 125kg 


Organ ae 
usw. Aluminium (Al) 
tatiana in 100g im Gesamtgewicht 
g mg mg 

Magen*.... 115 OAT 0.19 
eee gk - 035 — 
ee cS eG 0.20 
DE Sg bo 321 033 1.06 
re 14 — 0.24 
ae 60 0.4 0.2: 
Lunge..... 110 0.29 0.32 
ae 91 0.22 0.20 
ee 14 *** 0,26 
Muskel .... - 0,25 — 
Gehim .... 72 0 0 


* Magen- und Darmwand mit Wasser abgespiilt. 
** Blut wurde in tiefer Chloroform-Athernarkose aus einer in die Carotis eingebundene: 
Kaniile entnommen. 
*** In den Fallen, in denen das Gewicht des Ausgangsmaterials nur einen kleinen Bruch 
teil von 100g betrug, wurde die Umrechnung auf 100g nicht vorgenommen. 


In Knochenproben der Tiere des Dauerversuchs (bei nur 10 ¢ Ausgangs- 
material) konnten mit der beschriebenen Bestimmungsmethode (der groben 
Calciummenge entsprechend jedoch abgeanderte Reagenzienmengen : 5,4 com 
Salzséiure und 75cem Natriumthiosulfatlésung) durch mehrmaliges Urn- 
fallen zugesetzte Mengen von einigen Milligramm Aluminium annahernd 
bestimmt werden. Ohne Zusatz ergaben sich hierbei Werte, die, auf Alumi- 
nium berechnet, 0,1 bis 0.2 mg ergaben. Dieses Ergebnis laBt wohl daraut 
schlieBen, dab in den Knochen eine Ablagerung von Aluminium kaum 
stattfindet. 


Die Untersuchung des Menschenharns auf Aluminium im Versuch det 
7Utagigen tiaglichen Einnahme (Dr. Adrber) von Al-Hydroxydaufschlammunyg 
ergab in 1000 cem des dreitagigen Sammelharns 

vor Beginn des Versuchs . .. . . . . . . O.7 mg Al! 
3 Tage nach Beginn des Versuchs . . . . . 0,67., Al 


am Ende des Versuchs. ........ . O,42,, Al 


1 Nach einem dem Reichsgesundheitsamt vorliegenden neueren Grt- 
achten iiber die Frage der Verwendung aluminiumhaltiger Backpulver 
von dem Direktor der Mediz. Universitatsklinik in Kiel, Prof. Dr. Schitten- 
helm, wurden bei den dortigen Untersuchungen im normalen menschlichen 
Tagesharn 0,43 bis 1,18 mg Al festgestellt. 
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lusscheidung row Aluminium quach Verabreiching rove KB inzeldose y) rope 


Al-H ydrow yd, 


a) Versuche am Hund (20 kg). 





ae tie Asche Al-Gehalt als Al. Os 
g mg * 
18. I. (vor Al-Zufuhr) 
(137 ¢) ’ 8.26 35.2 


Der Al-Gehalt berechnet sich durch Multiplikation mit 0,529, 


Der Hund gab keinen Kot mehr bis zum 22. Januar. Er erhielt) am 
21. Januar morgens LOO cem = Aufschlammung, enthaltend 990mg AIO,, 
n das Futter, welches aus je 80 g¢ getrocknetem Fleisch, 80 ¢ Hundekuchen 
ind Wasser bestand, und dessen restlose Aufnahme genau iiberwacht wurde. 





cab sain Asche Al-Gehalt als Al,© 

£ mg 

22.—23. 1. (161 g) 9 S4 446.0) 

24.1. kein Kot, 

20.1. (180 ¢@) . . 10.59 16.6 

26.1. kein Kot. ~ 

oi. 1. (ite)... 8.68 42.4 

oo. 1. (8g). . . 3,40 13.5 


In der taghch verfiitterten Menge Hundekuchen konnte Alumiuniun. 
entsprechend 5,4mg <Al,O,, und in der taglich verfiitterten Menge ge 
trockneten Fleisches, entsprechend 4.3 mg Al,O,,. festgestellt werden. Im 
lfagesharn vom 21. Januar dieses Hundes (450 cem) wurden 0.13 mg Al 
vefunden. 

Derselbe Hund erhielt wieder am 5. Februar 960 mg Al,O, enthaltende 
Aufschlammung ins Futter und wurde bis zum % Februar nur mit roherm 
Fleisch und gekochtem Reis gefiittert. 





oe Asche Al-Gehalt als AL, O, 
yg mg 
5. IL. (vor Al-Zufuhr) 
(20 g) ‘ 1,25 9.5 
6H. Ge)... . 2.76 S574 
1. (00g)... 2.14 47.1 
GS... Gig)... . 1,76 27.8 


Danach wieder Fiitterung mit Hundekuchen und getrockneterm Fleisch 





itn oie Asche Al-Gehalt als Al, 
g mg 
10.17. (50g) .. 6.54 33.5 
11.11. (45g) .. 4.19 21.2 


Biochemische Zeitschrift Band 265. 19 





aaa er 


178 J. Wiihrer: 


b) Versuche am Menschen. 


1. Verfasser nahm (6. Marz 1930) nach vorheriger Harnblasenentleerun 
100 cem 1015 mg Al,O, enthaltende Al-Hydroxydaufschlimmung ein. 





Harn vom Kot vom a SEGaam she £1,0 
£ mg 
6. TIL. | enn | 9 
se SSO com , 0,29 
7. IL. | _ — 
6.11. (vor der 
Al-Zutuhr 1,46 4,5 
7. IIL. 5.93 442.3 
8. IIL. 3.07 457,7 * 


* Der Versuch mufte duBerer Umstinde wegen leider abgebrochen werden: daher 
konnte die Ausscheidung nieht weiter verfolgt werden. 


2. Verfasser nahm (3. Marz 1930) nach = vorheriger Harnblasen 
entleerung 100 cem 1020 mg Al,O, enthaltende Al-H ydroxydaufschlammungy 
ein. 





Harn vom Kot vom Anche Al-Gehalt als Al, 0 
g mg 
; | 250 cem — O17 
31. IT. 
{600 , ~ = 0,38 
1. BY. 3,20 423.8 
| 3,30 425.8 
2. IV. 
\ 1,23 99,4 
3. 1V. 1,30 51,3 
4. IV. 2,53 2.5 


Besprechung der Ergebnisse. 


Bei den im Dauerversuch mit Aluminiumhydroxyd gefiitterten 
Hunden konnte weder wahrend der Fiitterungsperiode eine Veranderung 
im Gesundheitszustand der Tiere festgestellt werden, noch konnten 
an den Organen der Tiere bei der Sektion (Dr. med. G. Kdrber) anormale 
Befunde beobachtet werden. Bei den mit Aluminiumchlorid gefiitterten 
Hunden zeigten sich in Cbereinstimmung mit den friiheren Versuchen 
mit Aluminiumsalzen zeitweise betrachtliche Herabsetzung der FreBlust 


und in einem Fall auch damit verbundene dauernde Gewichtsabnahme, 
sowie (bei der Sektion) geringe Reizwirkungen an der Magenschleimhaut. 
Die makro- und mikroskopische Untersuchung der Organe der Tiere 
ergab keine pathologischen Veranderungen. 
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Eine Steigerung des Aluminiumgehalts der Organe usw. (Tabelle | 
md IT) gegeniiber den Normalwerten (Tabelle LL) ist nicht zu erkennen. 


Die im Harn der Versuchshunde feststellbaren Aluminiummengen 
iberstiegen nicht die im normalen Hundeharn sich findenden Spuren 
von Aluminium. 


Eine 70tagige Einnahme betrachtlicher Mengen von Aluminium. 
hydroxyd hatte auch beim Menschen keine vermehrte Aluminium. 
ausscheidung im Harn zur Folge und verursachte nur am Ende des 
Versuchs geringfiigige, schnell voriibergehende Magenbeschwerden. 

Wenn auch aus den Bilanzversuchen (Verabreichung von Einzel- 
dosen von Al-Hydroxyd) nicht geschlossen werden kann, dab eine 
Resorption von Aluminium nicht eintritt, da bei den gegebenen Be- 
dingungen mit einer mechanischen Zuriickhaltung kleiner Mengen des 
Aluminiums in den Falten der Darmschleimhaut auf mehrere ‘Tage hin, 
und daher mit Fehlmengen bei der Ausscheidung im Kot zu rechnen 
war!, so spricht doch das Fehlen einer vermehrten Aluminiumaus- 
scheidung im Harn (bei der Dauerverabreichung von Al-Hydroxyvd 
und Al-chlorid), sowie ein nicht vermehrter Aluminiumgehalt der 
Organe der mit Aluminiumverbindungen § gefiitterten Tiere dafiir, 
daB das zugefiihrte Aluminium die physiologischen Verhialtnisse des 
Chertritts von Spuren Aluminium vom Magendarmkanal aus in den 
Organismus und in den Harn nicht andert. Damit in Ubereinstimmung 
stehen die Ergebnisse der Untersuchungen von G. Adrber?, wonach 
die Durchdringbarkeit tierischer Membranen = fiir Aluminiumsalze 
unter den normalen physiologischen Bedingungen nur eine duberst 
geringe ist. 

Zusammenfassung. 


1. Es wird der Gehalt der Organe, Gewebe usw. von Hunden 
an Aluminium bei der Zufuhr von Aluminiumverbindungen zahlen- 
mabig festgestellt : er bewegt sich durchschnittlich in der GréBenordnung 
von Zehntelmilligrammen je 100 g organisches Material. 


2. Bei samtlichen (7) Versuchshunden wurden nach 10 bis 15monat- 
licher Aluminiumzufuhr in den Organen usw. keine gréBeren Aluminium. 
mengen gefunden, als in den Organen usw. eines Hundes ohne Aluminium- 
zufuhr bei der tiblichen Fiitterung nachweisbar waren. 


1 Bei den Versuchen am Hund ist zu beriicksichtigen, da im normalen 
Kot bzw. in der aufgenommenen Nahrung, wie sich gezeigt hat, nicht 
unerhebliche Mengen von Aluminium enthalten sind, wodurch unter den 
angegebenen Bedingungen eine genaue Erfassung der Ausscheidung des 
versuchsweise zugefiihrten Aluminiums im Kot nicht méglich war. 

2 G. Kdrber, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm; erscheint demniichst. 
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J. Wiihrer. 
3. Geringfugige schleimhautreizende Wirkungen lieBen sich | 
Hunden nur dann feststellen, wenn leicht lésliche Aluminiumsaly 
in groBeren Mengen und in nicht unbetrachtlichen Konzentration 
im Versuch verabreicht wurden. 


den 


4. In Versuchen am Menschen konnte das per os in Form vo 


Aluminiumhydroxyd zugefiihrte Aluminium im Kot fast restlos wiede: 
bestimmt werden. 


Durch eine versuchsweise, lang andauernde Alum) 
niumhyvdroxydverabreichung in betrachtlichen 
Aluminiumgehalt des Harns nicht erhéht. 


Mengen wurde = de 
». Fur die Beurteilung der Verhaltnisse im taglichen Leben ergilt 
sich, daB bei der Zufuhr von Aluminiumverbindungen verschiedenc: 
Art, selbst bei langandauernder Verabreichung, Aiuminium als praktisc!: 
nicht resorbierbar zu betrachten ist. 
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Vergleichende ultraspektrographische 
und analytisch-chemische Untersuchungen iiber Zuckerspaltung 
unter Alkalieinwirkung. 
Von 
F. Fisehler, H. Hauss und K. Tiiulel. 


Aus der Deutschen Forschungsanstalt und dem Universitats-Institut fur 
Lebensmittelchemie in Munchen.) 


(Eingegangen am 4. Auqust 1935.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 
Das Studium des Zerfalls der Zuckerarten unter Alkalicinwirkung 
hatte uns! auch vermittelst ultraspektrographischer Untersuchungen 


zu der Vorstellung gefiihrt, da das Methyiglvoxal (MG.) hierbei ais 
erstes faBbares Spaltprodukt anzusehen ist. Um im weiteren die Parallele 


zwischen ultraspektrographischen und analytisch-chemischen Befunden 


exakter ziehen zu kénnen, sei in Kiirze auf die letzteren eingegangen 
soweit sie namentlich den einen von uns (Fisch/er)? in den letzten Jahren 
mit mehreren Mitarbeitern ausfihrlicher beschaftigt haben. 


An einer gréBeren Rethe von Zuckerarten konnte festgestellt werden. 
da®B mit der auch quantitativ ausgebildeten Methode der Alkalidestillation 
der Zucker MG. in betriichtlicher Menge ins Destillat tbergeht und dort 
als Methylglyoxalosazon und an der Leichtigkeit,. womit es Jodotforn 
bildet, noch in sehr groBer Verdiinnung nachgewiesen werden kann. 
(1: 1000000 noch deutliche Triibung durch Jodoformbildung ) Die unter 
bestimmten Bedingungen innegehaltene Vertolgung der  quantitativen 
MG.-Bildung ergab thre ausgesprochene Abhangigkeit vom OH-lon- 
gehalt der Alkalildsungen in den. Sinne, dali cine sehr geringe OH-Ion- 
Konzentration die Ausbeute an M+. im Destillat vermehrt, eime stirkere 
sie vermindert, um bei weiterer Steigerung der OH-lon-Konzentration 
zu einem vOlligen Verschwinden der MG.-Bildung zu fithren. Seime Bildung 


' KF. Fischler, H. Hauss u. K. Tdufel, diese Zeitschr. 227. 156. 1930. 

28. W. Souci, 1. D. Miinchen 1928; F. Fischler. Zeitschr. tf. physiot. 
Chem. 157, 1, 1926; 165. 53, 1927; 165, 68. 1927: F. Fischler uu. A. BF. Lindner, 
ebenda 175, 237, 1928; F. Fischler u. R. Boettner, ebenda 77. 264. 192s; 
F.. Fischler wu. I. Reil, diese Zeitschr. 227. 140, 19380; F. Fisehler, Arch. f. 
Pharm. 269, 9, 1931: F. Fischler, Zeitschr. tf. ang. Chem. 41, 950, 192s; 
42, 682. 1929. 
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kann weiterhin durch Zusatz von Sulfit vermehrt werden, wobei auch |); 
eime Abhiaingigkeit von der Sulfitkonzentration besteht, indem holy 
Konzentrationen die M(.-Bildung = steigern, geringere sie verminder 
Fir die quantitative Bestimmung reiner MG.-Lésungen bedienten wir wi 
der von uns hierfiir ausgearbeiteten jodometrischen Methode!. Es ergua|) 
sich ferner, daB von den untersuchten Zuckerarten nur diejenigen 111 
freier Carbonylgruppe bei der Alkalidestillation MG. ins Destillat al, 
gaben, nicht aber die anhydrisch gebundenen. Die Parallelitat dies, 
Verhaltens zur Reduktionsfaihigkeit der Zucker gegeniiber den tibliche: 
alkalischen Metallsalzlésungen mubte hierbei auffallen. Die Unstimmiy 
keiten tiber das chemische Verhalten des MG., dem als Ketoaldehyd 
eine grobe Reaktionstihigkeit zukommen mubte, lieBen sich aber an seinen) 
Verhalten gegeniiber von OH’-Konzentrationen aufklairen. In der fritheren 
Literatur lagen Angaben tibe: eine Unfahigkeit des MG. zur Reduktion 
vor. Derm ist nicht so. Zwar werden stark alkalische Metallsalzl6sungen. 
wie z. B. Fehlingsche Lésung, durch geringkonzentrierte MG.-Lésungen 
anscheinend nicht reduziert, da mit etwa 1°,igen MG.-Lésungen dabei 
keine oder nur eine sehr geringe Abscheidung von Cuprooxyd stattfindet. 
Hoher konzentrierte MG.-L6sungen reduzieren aber sehr deutlich:; ebenso 
findet eine starke Reduktion statt, wenn man z. B. die Fehlingsche Losung 
stark verdiinnt. Nimimt man aber alkalische Metallsalzl6sungen mit wesent- 
lich geringerer OH-lon-Konzentration, also z. B. die Ostsche Loésung, so 
erfahren diese eine starke Reduktion auch durch gering konzentrierte 
MG.-Lésungen. Wir setzten dann zur Ostschen Lésung noch 5 bis 10 
Natriumsulfit zu, weil von ihm eine héhere Ausbeute und vermutliche 
Stabilisierung des MG. durch die Alkalidestillationsversuche von Zuckern 
nachgewiesen war. Versetzt man derartige L6sungen nun mit reinen, etwa 
l- bis 2°,igen MG.-Lésungen, so tritt schon in der Adilte eine sotortige fast 
schlagartige Reduktion ein. Es lieB sich nun weiterhin zeigen, da durch 
siedende 20° ,ige oder héher konzentrierte Alkalilaugenl6sungen, denen man 
im Destillationsversuch MG.-Lésungen zutropfen laBt. das MG. sofort unte1 
volligem Verlust seiner Reduktionsfahigkeit zerst6ért wird, da einerseits 
dann kein MG. mehr ins Destillat tibergeht, andererseits aber, wenn man 
z. B. von siedender Fehlingscher Lésung ausgeht, in dieser weder eine 
Reduktion stattfindet, noch MG. im WDestillat nachweisbar ist. Lat man 
aber eine gleichkonzentrierte MG.-Lésung zu einer siedenden Kalium- 
carbonat-Bicarbonatlésung zutropfen, wie sie der Ostschen Lésung ent- 
spricht oder etwa direkt einer Ostschen Losung, so tritt viel MG. ins Destillat 
uber und die Ostsche Lésung wird stark reduziert. Eine tiefgreitende Um- 
wandlung des MG. durch starkere OH-lon-Konzentration ist) also nicht 
mehr zweifelhatt. Mit diesen Aufklarungen wurde es nun auch verstandlich, 
daB die jeweils auf rein empirischem Wege festgestellte Menge von Cupro- 
oxydniederschlag durch Zucker bei den verschiedenen fiir solche Reduktions- 
versuche gebrauchlichen alkalischen Metallsalzlésungen bei gleicher Zucker- 
konzentration ganz verschieden ist, so daB z. B. diese Menge fiir Ostsche 
Losung fast doppelt so hoch ist, wie fiir Fehlingsche, da das stark reduzierend 
wirkende MG. durch héher oder niedriger konzentriertes OH-lon starker 
oder geringer zerstért wird. Aber auch die Karamelisierung von Zuckern 
unter Alkalieinwirkung hangt zum vermutlich allergr6Bten Teile von der 
Entstehung von MG. ab, denn erst mit dem Auftreten einer wahrnehm- 


' F. Fischler u. R. Boettner, Zeitschr. f. analyt. Chem. 74, 28, 1928. 
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Uber Zuckerspaltung unter Alkalieinwirkung. 1s3 


hbaren Gelbtarbung der ZuckerlOsungen tritt bei dee Alkalidestillation der 
Zucker MG. im Destillat auf. Ferner werden wasserige M(Cr.-Losungen 
von Alkali schon tn der Aadlte sofort hellbraun gefarbt. ZuckerlOsungen abe 
erst in der Warme, d. h. zu einem Zeitpunkt. an dem sich erstmals die MG.- 
Entstehung nachweisen labt. Ferner lieB sich zeigen, dal man die Karameli- 
sierung der Zucker durch Alkali verhindern kann, wenn man gleichzeitig 
fur die Anwesenheit von geniigenden Mengen Sauerstoff sorgt. Bei gleich- 
zeitigem Zutropfen von Wasserstoffsuperoxyd erhalt man namilich bei der 
Alkalidestillation von Zuckern im Destillat hem MG., sondern Formaldehyd 
und Acetaldehyd, im Riickstand aber Carbonat, Ameisen- und Essigsaure. 
wobei die Summe der von uns erfabten Spaltprodukte der Zucker tast 
100°, betrug. Zu den gleichen Endprodukten und ebentalls zur Nicht- 
karamelisierung gelangt man unter den gleichen Bedingungen aber, wenn 
man statt von Zuckern von reinen Methylglvoxallésungen ausgeht, was 
hinsichtlich der Einheitlichkeit der Auffassung der durch Alkali bewirkten 
Spaltung der Zucker besonders hervorhebenswert ist. An der Feinheit 
des Nachweises von MG. als Jodoform labt sich aber auch noch zeigen, 
dali schon in der Kalte durch Alkali Jangsam und in geringster Menge MG. 
abgespalten wird. Vermischt man etwa 3- bis 5°,ige Traubenzucker- 
lOsungen mit 40- bis 50° iger Alkalildsung, kiihlt stark ab und tiberschichtet 
vorsichtig mit Jodjodkalilésung, so tritt nach einigen Minuten an der 
Bertihrungszone der Fliissigkeiten ein feiner, gelber Ring von Jodoform 
auf. Da nur noch Aceton, sowie Brenztraubensaure eime ahnilich feine 
Reaktion mit der Jodlésung geben, Aceton von uns aber mie im Destillat 
gefunden werden konnte, Brenztraubensaure aber ein ganz unmittelbarer 
Abkémmling des MG. ware, so miissen wir die Entstehung des Jodoform 
ringes unter diesen Bedingungen aut die Bildung von MG. zuriickfiihren. 


Die Summe aller dieser Beobachtungen zeigt zwingend, dab bei 
den durch Alkali angreifbaren Zuckern, also solchen mit freier Carbonyl- 
gruppe, der Zerfall des Zuckermolekiils zwangslaufig iiber C,-Ketten 
geht, wobei MG. einstweilen am sichersten faBbar ist. 

Die Reduktionsfahigkeit der Zucker in alkalischem Medium beruht 
hiernach wohl ganz tiberwiegend auf der Entstehung dieses héchst 
reaktionsfahigen Korpers, wobei hier auf die Wahrscheinlichkeit, dab 
Glycerinaldehyd oder Dioxyaceton dessen Muttersubstanzen sind, nicht 
naher eingegangen werden soll!. Es besteht aber auch die Méglichkeit, 
daB die ungespaltene Zuckermolekel bei ganz genau innegehaltenen 
Bedingungen in alkalischem Medium auch unter Bildung von Polyoxy- 
monocarbonsiuren reagieren kann*, wie es die Regel bei Oxydation 
unter geeigneter saurer Reaktion zu sein scheint. Im allgemeinen darf 
aber angenommen werden, da die Reaktion des Zerfalls der Zucker- 
molekel in alkalischen Medien fast ausschlieBlich ber Cy-Ketten geht. 
Es ist daher ungenau, ohne Einschrankung zu sagen, die Zucker hatten 
reduzierende Eigenschaften, sondern man miibte genauer sagen, dal 


1 F’, Fischler, 1. c¢. 


2 R. Willstdtter u. G. Schudel, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 57, 780, 1918; 
ferner fF’. Auerbach u. E. Bodldnder, Zeitschr. t. angew. Chem. 86, 602, 1923. 
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sie in alkalischem Medium vor allem deshalb reduzieren, weil sich dabe 
(,-Ketten bilden mit Substanzen, die ihrerseits héchst reduzieren 
wirken, worauf wir schon des 6fteren hingewiesen haben. 


Bei dieser Sachlage waren weitere Beweise fiir diese Art des Zerfall 
sehr wiinschenswert, wozu wir die Einwirkung von Alkalien auf Glucos: 
beztglich einer méglichen MG.-Bildung ultraspektrographisch unter 
suchten!. Nachdem wir uns besonders gereinigte und neutrale MG 
Losungen hergestellt hatten, konnten wir eine sehr charakteristisch: 
Absorptionskurve in ihnen mit einem Maximum bei 2842 A und einen 
Minimum bei 2400 A in qualitativ und quantitativ aufgenommene: 
Spektrogrammen feststellen (siehe Abb. 1, 2 und 4 unserer Arbeit 
Reine Glucoselésungen zeigen aber nach unseren Untersuchungen und 
in Chereinstimmung mit Marchlewski®, Henri und Shou? u.a. in 
Gegensatz zu Niederhof{fs Ergebnissen4 keine selektive Absorption 
Sie tritt aber auf, wenn man Traubenzuckerlésungen auch mit seh: 
verdiinnten Alkalien behandelt (m 100 KOH oder m 100) K,COs,) 
Wir stellten uns 3°,ige Glucoselésungen her, deren Reinheit vorhe: 
spektrographisch geprift war, und brachten sie mit Lauge auf m LOO 
Alkaligehalt. Nach ISstiindigem Verweilen im Brutschrank bei 39 bis 40 
trat inden Fehlergrenzen der Methodik genau die gleiche selektive Absorp- 
tionskurve auf, wie bei remen MG.-Lésungen. Bei Anwendung voi 
m/ 100° Kaliumearbonat jedoch erst nach 42 Stunden. Die Maxima 
lagen bei 2840, die Minima bei 2400 A (siehe Abb. 5 und 6 unserer 
Mitteilung). Die Temperatur wahlten wir, weil uns das Verhalten det 
Glucose etwa bei Korpertemperatur besonders interessierte. 


Diese Feststellungen berechtigten uns zunichst zu dem Schlub, 
daB die charakteristischen selektiven Absorptionen, die unter Ein- 
wirkung von OH-lonen unter den gewihlten Bedingungen bei Glucos: 
auftreten, durch die Entstehung von MG. bedingt sind. Sie legten 
nach MaBgabe unserer analytisch-chemischen Ergebnisse ein ahnliches 
Verhalten bei anderen unter OH’Wirkung MG. abspaltenden Zuckern 
nahe. Im Verfolg dieser Bestrebungen und gestiitzt auf unsere fritheren 
Ergebnisse haben wir nun bei einer Reihe von von uns noch nicht gepriiften 
Zuckerarten bzw. OH’-Konzentrationen, in enger Anlehnung an unser 
friiher angewendete Methodik, weitere ultraspektrographische Unter- 
suchungen durchgefiihrt. wortber die folgenden) Kurven  zunachst 


' F. Fisehler, H. Hauss u. K. Tdufel, |. ce. 
2 L. Kwiecinski ue. L. Marchlewski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 169. 
300, 1927. 


3 V.) Henri ue. A. S. Shou, ebenda 174, 295, 1928. 
1 RP. Niederhoff, ebenda 165, 130, 1927; 167. 310. 1927: 174. 300. 
1928, 
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Uber Zuckerspaltung unter Alkalieinwirkung ISO 


vorangestellt werden sollen, s.S.186. Zum Vergleich sei noch die Kury 
fur eine reine Methylglvoxall6sung beigefiigt (Abb. 8 der Kurventafel). 

Es wurden geprift: Methylglvoxal, Glucose, Galaktose, Mannose 
und Xylose. Die folgende Tabelle gibt tiber die dabei eingehaltenen 
Konzentrationen an Alkali und an untersuchter Substanz, Tempera- 
turen, angewandte Zeit und selektive Absorptionen Auskuntt. 


Tabelle I. 





. : Alkali- se Zeit 
Zuckerart 9 )-Gehalt konzen- remp : A Maxim Minimur 

tration Std 
1. Glucose 3 m 25 39—40 ‘) 2845 2480 
2. Glucose 3 m 10 39—40 3 2825 2472 
3. Glucose 3 m/2 39—40 l 2839 PDO 
4. Galaktose 3 m 25 j39—40 6 IS31 2584 
5. Mannose 3 m 25 39—40 15 2817 2480) 
6. \ ylose 3 m 100 BY4— 40 1S YIS1] IA03 
7. Xylose . ; ; 3 m/25 39—40 4 2815 2475 
8. Methylglyoxal 1.4 neutral - sofort 2542 2400 


Betrachtet man die gewonnenen Kurven im ganzen, so fallt cic 
groBe Gleichmabigkeit der gesamten Kurvenbilder zuerst auf. wobei 
der Grundtypus der Kurve des Methylglvoxals stets wiederkelirt 
Damit darf angenommen werden, daB die Kurvenbilder gleichartiy: 
oder mindestens sehr ahnliche Vorginge widerspiegeln. Die Maxima 
der Absorptionen schwanken in der Tabelle von Werten von 2542 
bis 2811 A. Derartig kleine Schwankungen kénnen unseres Erachtens 
keinen AnlaB dafiir abgeben, daB man sie als durch verschiedene Sub 
stanzen hervorgerufen ansehen konnte. Das Maximum der Absorption 
des Methylglvoxals dominiert hier sicher. GroBer sind schon die Schwan- 
kungen der Minima von 2400 bis 2584 A. Naheres uber die Bedingtheiten 
dieser Schwankungen auszusagen., ist beim heutigen Stande der Deutungs- 
moéglichkeiten solcher Kurven noch nicht méglich. Man kann dabei 
wohl nur mit einem gewissen Grade von Wahrscheinlichkeit aus det 
im ganzen gleichbleibenden Kurvenform vermuten, da} keine wesent- 
lichen Unterschiede hierbei im Spiele sind. Weiter haben wir die Kon- 
zentration der Zucker gleich gehalten. Was die Zeiteinwirkung anlangt 
so haben wir die Aufnahmen stets dann vorgenommen, wenn cine eben 
wahrnehmbare Gelbfarbung der Zuckerl6sung die Eimwirkung des 
Lauge auf sie anzeigte. Besonders auffallend war die Schwerangreifbat 
keit der Mannose. Unsere Befunde wurden dadurch sehr gestiitzt, dab 
reine Methylglvoxall6sungen mit typischer selektiver Absorption beim 
Zusammenbringen mit m2 KOH. schon nach 5 Minuten keinerlei 
selektive Absorption mehr aufwiesen, woraus hervorgeht, dab. wo 
solche selektiven Absorptionen vorhanden sind, sie auch sicher aut 
MG. bezogen werden diirfen. 
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Abb. 4. Abb. 5. 

3°/9 Galaktose in m 25 
! KOH nach 6 Std. 
Maximum: 2831 A. 
Minimum: 2584 A. 


0» Mannose in m 25 
KOH nach 15 Std. 
Maximum: 2817 A. 
Minimum: 2480 A. 
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3° 9 Glucose in m2 
KOH nach 1 Std. 
Maximum: 2839 A. 
Minimum: 2500 A. 
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Abb. 6. 
9/9 Xylose in m/100 
KOH nach 18 Std. 
Maximum: 2811 A. 
Minimum: 2503 A 
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3% Xylose in m/25 
KOH nach 4 Std. 


Maximum: 2815 A. Max. : 
Minimum: 2475 A. Min.: 


1,49) neutrales 
Methylglyoxal. 
2842 A. 
2400 A. 
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Uber Zuckerspaltung unter Alkalieinwirkung. IS7 


3°,ige Glucoselésungen, die ebenfalls mit m2 KOH_ bei etwa 
KOrpertemperatur behandelt wurden, zeigten anfangs aber noch deutlich 
die selektiven Absorptionen des MG. Doch verschwinden sie mit der 
Zeit vollig, so daB kein Kurvenbild mehr zu erhalten ist. Die Einleitung 
dieses Prozesses ist schon 1] Stunde nach Einwirkung von m 2 KOH 
sichtbar, wie aus Abb. 3 unserer Kurventabelle hervorgeht. Im ganzen 
muB als Ergebnis dieser Untersuchungen gesagt werden, daB auch bei 
anderen Zuckerarten als Glucose der von uns erwartete spektro- 
yraphische Nachweis der Entstehung von MG. als erstem faBbaren 
Spaltprodukt der alkalischen Zuckerspaltung mit einem ausreichenden 
Grade von Wahrscheinlichkeit gegliickt ist. Dafiir spricht auch noch 
die weitere Stiitzung dieser Befunde durch chemische Proben, wie die 
rasche Kaltreduktion unserer Sulfit-Ost-Lésung, oder die ausgiebige 
Jodoformbildung. Beide Reaktionen verliefen in allen Proben positiv. 

Weitere Beweise fiir unsere Ansichten kénnen wir aber noch der 
Literatur entnehmen. Inzwischen sind namlich einige Arbeiten von 
Marchlewski und Mitarbeitern erschienen!, die ebenfalls ultraspektro- 
graphische Untersuchungen von Zuckerlésungen wechselnder  Kon- 
zentration unter der Einwirkung von NaOH verschiedener Starke zum 
Gegenstand hatten, was uns veranlaBt, zu diesen Arbeiten Stellung zu 
nehmen. Von diesen Arbeiten soll uns zunachst die erste beschiiftigen. 


Bei Verwendung von molaren Lésungen von CGalaktose und Natron- 
lauge beobachteten diese Untersucher zwei Maxima der Absorption bei 
2675 und 3070 A, ein Minimum bei 2500 A, wobei die Bande bei 2675 A 
bei langerer Einwirkung der Lauge verschwand und die andere nach 3125 A 
riickte. Die zunehmende Karamelisation zwang die Autoren, mit den 
Konzentrationen zurtickzugehen und die Schichtdicken zu verringern, 
womit allerdings die Vergleichsméglichkeiten wesentlich schwieriger werden. 
Die Lésung, bei der die Natronlauge 72 Stunden eingewirkt hatte (Abb. | 
der Mitteilung der Autoren), wurde zehnmal mit Ather extrahiert, woraut 
die maximale Absorption auf die Wellenlaénge von 2700 A zuriickging. Die 
gleiche Erscheinung trat nach ..Abstumpfen™’ der Lauge durch Salzsidure- 
zusatz auf. Bei Glucose gingen die Autoren von m 2 Lésungen aus und 
fanden die Maxima der Absorption bei 2600 und 3100 A, nach 72 Stunden 
nur ein Maximum bei 2935 A, nach zehnmaliger Extraktion mit Ather aber 
bei 2920 A, nach Neutralisation mit HCl bei 2660 A. Bei groBer Ver- 
diinnung der Natronlauge (0,025 bis 0,0025 mol.), entsprechend den Kurven 
120 ha und 240 ha der Abb. 1 der genannten Mitteilung., wird das Kurven- 
bild stark verandert, daB Maximum verschiebt sich weit nach Rot und liegt 
nach der Kurvenzeichnung unter méglichst exakter Schatzung zwischen 
2700 bis 2800 A, wobei nahere Angaben der Autoren fehlen. Auf weitere 
Versuche mit Guanidinzusatz soll hier nicht naher eingegangen werden. 
Aus den Folgerungen der Untersucher sei der Satz erwahnt: ..Auf die 


toW. Gabryelski ou. L. Marchlewski, diese Zeitschr. 250, 385. 1932. 
I. Mitteilung. Dieselben, I1. Mitteilung, ebenda 261, 393, 1933; L. March- 
lewski u. W. Urbanezyk, 111. Mitteilung, ebenda 262, 248, 1933. 
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bisherigen Erfahrungen gestiitzt, mus man zu dem Schluss kommen, da 
die entstehenden selektiven Absorptionen durch die Bildung von Um 
lagerungsprodukten dieser Zucker verursacht werden, welche aldehydisch: 
Komplexe enthalten.** 


Diesem Satze kénnen wir vollstandig zustimmen, da der Beweis 


fiir diese von den Verfassern vermutete Abhangigkeit von uns schor 
vor 3 Jahren in unserer eingangs angefiihrten Arbeit genau geliefert 
wurde und in dieser Zeitschrift ver6ffentlicht ist. Bedauerlicherweis: 
erwahnen dies aber Gabryelski und Marchlewski nicht. Doch stimme: 
praktisch die von Gabryelski und Marchlewski gewonnenen Kurven 120 ha 
und 240 Aha in ihrer ersten Mitteilung Abb. 1 mit unseren Kurven ai 
Glucose iiberein, bei denen sie ein Minimum bei 2400 und ein Maximum 
zwischen 2700 bis 2800 A fanden. Die nicht véllige Ubereinstimmuny 
der Maximumslage dieser Kurven mit den unsrigen bei alkalisierten 
Traubenzuckerl6sungen gewonnenen, mag damit ihre einfache Er- 
klirung finden, daB Gabryelski und Marchlewski von Galaktoselésungen 
ausgingen, auf die schon 72 Stunden lang starkere Natronlauge ein 
gewirkt hatte, was selbstverstandlich noch zur Bildung anderer Produkt: 
fihren mubte, wodurch leicht eine Verschiebung in geringem Grade 
stattfinden konnte. Wichtig ist aber, daB die MG.-Komponente auftrat, 
nachdem Gabryelski und Marchlewski durch Verdiinnung der Natronlauge 
auf 0,025 bis 0.0025 mol. Lauge in den Bereich unserer Verdiinnung 
von m 100 KOH kamen. Aus den vorstehend mitgeteilten Kurven 
von uns geht aber hervor, daB bei Anwendung von m 25 KOH bei 
Galaktose das Maximum bei 2831 A liegt. Warum zeigen aber dic 
iibrigen von Gabryelski und Marchlewski mitgeteilten Kurven einen so 
ganz anderen Verlauf? Das hangt einmal von der wesentlich héheren 
Laugenkonzentration ab, welche die Autoren zu ihren Studien’ ver- 
wandten, weiter vielleicht noch mehr von der geringeren ‘Temperatur. 
bei denen sie arbeiteten. Denn die Bildung von MG. geht bei Zimmer- 
temperatur nur sehr langsam und in geringster Menge vor sich, wie aus 
unserer Ringprobe der Jodoformbildung aus Zuckern erweislich ist. 
Weiterhin laBt sich aber auch bei der Alkalidestillation der Zucker 
zeigen, daB die MG.-Bildung ein sehr allmahlich verlaufender Vorgang 
ist. Denn wenn man die MG.-Bildung messend verfolgt, so dauert dic 
Alkalidestillation selbst von relativ kleinen Mengen von Zuckern (etwa 
3g) mehrere Stunden, bis kein MG. mehr ins Destillat tibergeht. Dabei 
mu das Alkali immer wieder erneuert werden, da es durch die Bildung 
von Sauren nach und nach verbraucht wird. Treffen nun sehr geringe 


Mengen des gebildeten MG., wie es in den Versuchen von Gabryelski und 
Marchlewski sicher der Fall ist, auf starke OH-Ion-Konzentrationen, 
so werden sie zum allergr6Bten Teil sofort umgewandelt, und es ent- 
stehen andere Produkte. Es ist also durchaus verstandlich, da® in 
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enen Versuchen die Methylglvoxalkomponente fehlt, und dab sie in 
len Lésungen mit niederer OH-lon-Konzentration also nach 
starkem Verdiinnen der Natronlauge aus noch nicht umgewandelten 
Zucker, wieder entsteht. So ist die nahe Ubereinstimmung der Kurven 
120 ha und 240 ha von Gabryelski und Marchlewski mit den unsrigen 
leicht erklirlich, ebenso aber auch die Differenz ihrer anderen Kurven 
mit den unsrigen. Dabei sei noch auf unsere Kurve der mit m 2 KOH 
hehandelten Traubenzuckerlésung hingewiesen, die sich den Kurven 
von Gabryelski und Marchlewski in mancher Hinsicht nahert. Welche 
Substanzen nun durch die die Methyvighvoxalkomponente nicht ent- 
haltenden selektiven Absorptionen in den Untersuchungen von Gabryelski 
und Marchlewski: angezeigt werden, liBt sich ohne Spezialprifungen 
nicht sagen, dirfte aber auf spektrographischem Wege auch kaum zu 
entscheiden sein. 

Zu dem von Gabryelski und Marehlewsk) nach Salzsaiurezusatz beob 
achteten Zuriickgehen der Maximumabsorption auf 2700 A moéchten wir 
aber mcht unerwahnt lassen. dali wir nach Neutralisation unserer mut 
Alkali behandelten Glucosel6sungen, die eime sehr deutliche Methylglvoxal 
komponente zeigten, schon ebentalls ei mit der Zeit fast voOlliges Zurtick- 
vehen dieser selektiven Absorptionen festgestellt haben (vgl. Abb. 7 unsere: 
ersten Mitteilung). Mit der Deutung dieses Ergebnisses sind wir aber noch 
sehr im Zweifel: eine Zuriickverwandlung zu Zucker findet jedenfalls nicht 
statt, doch beschaftigt uns diese Seite des Problems noch weiter. Die 
\therextraktion, welche Gabryelski und Marchlewski ber den mit Alkali 
behandelten Galaktose- und Glucosel6sungen ausftihrten, haben nach 
ihren Angaben die Maximumslage der Absorption bei Calaktose genau 
so weit nach rechts verschoben wie die Neutralisation, bei Glucose aber 
mcht. In den Folgerungen steht aber der Satz. ..daB diese selektiv wirkenden 
Substanzen nicht in Ather léslich sind’. Die Aufklarung dieser Unstimmig 
keit muB wohl Gabryelski und Marchlewsk: tiherlassen bleiben. 


Mit der zweiten Mitteilung der gleichen Autoren kénnen wir uns 
kurz befassen, da darin die Resultate ber Galaktose und Glucose 
wiederholt sind und neue Untersuchungen nur iiber Maltose vorliegen 
Im Gegensatz zur ersten Mitteilung wird jetzt auf unsere friheren 
Untersuchungen Bezug genommen, der aber irrig ist. Denn dab die 
von uns beschriebenen Kurven bei der Alkalieinwirkung auf Glucose 
durch die Entstehung von Methvlglvoxal bedingt seien, nehmen wir nicht 
nur an, noch weniger glauben wir, daB diese Annahme ..nicht gentgend 
sichergestellt sei’, sondern wir haben die /dentitat dieser Kurven nach- 
gewiesen. Wir gingen hierzu von besonders gereinigten Methylglvoxal 
lésungen aus und stellten deren selektive Absorptionen fest. Weiter 
zeigten wir, daB vorher spektrographisch geprifte und leer gefundene 
Traubenzuckerlésungen unter Alkalieinwirkung in den Grenzen det 
Apparaturfehler genau die gleichen Kurven entstehen lieBen, wie sic 
von reinen MG.-Lésungen zu erhalten waren. Wir haben damit gezeigt, 
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daB eines der so zahlreichen unter OH-lon-Wirkung aus Zucker 
entstehenden Produkte tatsachlich identifiziert werden kann. Dami 
dies durch eine weitere Beweisfiihrung belegt wurde, haben wir di: 
vollkommene Parallelitat zu unseren analytisch gewonnenen Date: 
festgestellt. Wirzeigten weiter oben, daB dies auch Gabryelski und March 
lewski méglich gewesen ware, wenn sie unsere friiheren Arbeiten beriick 


sichtigt hatten. Wir miissen aber auch die Meinung zuriickweisen, dai. 


unsere Reduktionsversuche ,,eine andere Deutung™ erfahren kénner 
als die, welche wir ihnen gaben. Denn unsere Sulfit-Ost-Lésung hat 
alkalischen Charakter genug, um sofort die aldehydische Struktur de: 
entsprechenden Zucker hervorzurufen. Auf eine Kaltreduktion vor 
damit versetzten Zuckerlésungen kann man aber nicht warten, denn 
wir haben sie auch nach Stunden noch nicht eintreten sehen. Von de: 
raschen, unter Umstainden sogar schlagartigen Kaltreduktion de: 
Sulfit-Ost-Lésung durch MG. kann man sich aber durch einen Versuch 
jederzeit tiberzeugen. Auf irgendeine weitergehende Deutung der unte: 
OH’-Wirkung auf reduzierende Zuckerarten zu erhaltenden, so viel- 
fachen und verschiedenartigen Kurven einzugehen, halten wir aber 
bei dem heutigen Stande dieser Deutungsméglichkeiten fiir verfriiht, 
da man dabei kaum tiber MutmaBungen hinauskommen diirfte. 

Darum méchten wir auch von einer Erérterung der dritten Arbeit 
von Marchlewski zur Zeit absehen. 

Wir hoffen aber durch unsere oben angefiihrten ultraspektro- 
graphischen Untersuchungen, im Verein mit unseren analytisch ge- 
wonnenen Daten, in den Grenzen, in denen die Ultraspektrographie 
heute deutbar ist, neue Beweise fiir die Zentralstellung des Methyl- 


glyoxals auch beim alkalischen Zuckerzerfall erbracht zu haben. 
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Teilfermente im Enzymsystem der Milehzuckerhefen. 
Von 
Stefan Grzycki. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 30. Juli 1933.) 


Die Lactose-hefen bringen eine wahre alkoholische Vergarung 
des Milehzuckers zuwege. Es ist unentschieden, ob ganz der gleiche 
Abbauweg eingeschlagen wird, wie bei der alkoholischen Zuckerspalt ung 
von Zymohexosen durch gew6hnliche Hefe. So haben Willstatter und 
Mitarbeiter! die Frage aufgeworfen, ob eine besondere Zymase fiir die 
direkte Vergirung der Disaccharide verantwortlich ist. 

An zwei typischen Vertretern aus der Gruppe der Lactosehefen 
Saccharomyces fragilis und Milchzuckerhefe Sp. 102 -—, die auch zu 
anderen enzymatischen Versuchen im hiesigen Institut dienten®, habe 
ich auf Gehalt an Glykolase, Ketonaldehydmutase und Carboxrylase 
gepriift. Siamtliche drei Enzymwirkungen habe ich mit voller Sicherheit 
nachgewiesen und folgendes gefunden: 

1. Unter den Bedingungen, deren Innehaltung bei gewohnlichen 
Saccharomyceten zur Methylglvoxalbildung fiihrt, erzeugt auch Saccharo- 
myces fragilis Methylglvoxal. 

2. Fertiges Methylglvoxal wird durch die beiden  erwaihnten 
Lactose-hefen praktisch quantitativ in Milchsiure umgewandelt. Die 
hei Lactosehefe Sp. 102 naher untersuchte Umsetzung ergab optisch 
vollkkommen reine d(— )-Milchsaure. 

3. Vergirung der Brenztraubenséiure wird durch beide Lactose- 
hefen bewirkt; zu isolieren vermochte ich 69 bis 75°,, der theoretischen 
Menge Acetaldehyd. 


1 R. Willstatter u. W. Steibelt, H. 115, 234. 1921; R. Willstdtter ou. 
E. Bamann, H. 151, 261, 1926; R. Willstdtter u. G. Oppenheimer. H. TIS, 168, 
1922; vgl. hierzu K. Trautwein u. J. Wassermann, diese Zeitschr. 215, 
293, 1929. 

2 (. Neuberg u. E. Hofmann, ehbenda 252, 434, 1932; 256, 450, 1932; 
E. Hofmann, ebenda 2538, 462, 1932; 256, 462, 1932. 
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; Nach diesen Ergebnissen kann man schlieBen, da in Lactose 
heten die Partialfermente des gewéhnlichen zymatischen System 
zugegen sind. 


A. Bildung von Methylelyoxal durch Saccharomyces fragilis. 


Die qualitative Priifung erfolgte nach der von Neuberg und Kobe/ 
ausgearbeiteten Methodik mit einem Trockenpraparat des Erregers. Au 
emem groberen Ansatz wurde das entstandene und sofort sich abscheidend: 
Methylglyoxal in tiblicher Weise als Bis-2, 4-di-nitrophenylhydrazon isolier 
und aus Pyridin Eisessig sowie darauf aus Nitrobenzol umkristallisiert 
Die Verbindung schmolz bei 297°. 


B. Dismutation von Methylelyoxal durch Milehzuckerhefe Sp. 102 sowie durch 
Saccharomyces fragilis. 
Versuch 1. 
75 cem 133° ige Methylglvoxal-lésung (— 1.0 ¢), 
320) ., HO, 
20 ¢ Milchzucker-Trockenhete Sp. 102. 
25mg Glutathion *, 
4ecem Toluol. 


® belassen; nach 


Das Versuchsgemisch wurde im Thermostaten bei 37 
4 Tagen fiel die Probe mit p-Nitrophenylhydrazin-acetat kawn noch 
positiv aus. Die in gewohnter Weise vorgenommene Aufarbeitung lieferte 
1.5543 ¢ Zink-lactat., was einer Ausbeute von 47,6°,, gleichkommt. 

Eine Lésung, die 0,1252 g wassertreies Salz in 5,0 com Wasser enthielt, 
zeigte im 2-dm-Rohr eine Ablenkung von 0.41% [x5 S.07°. 
Somit lag reines d(—)-Zink-lactat vor. 

0.1347 ¢ lufttrockene Substanz gaben bei 110° 0.0177 g H,O ab und 
lieferten nach dem Gliihen 0.0391 ¢ ZnO. 

(C,H,O,)Zn + 2H,O. Ber.: HzO — 12.89°,, ZnO — 29,11 

(279.5) gef.: H,O 13.14°., ZnO 29,03 °,. 
Versuch 2. 
a) S4ecem 1,19°.ige Methylglvoxal-l6sung (— 1.0 g¢), 
25g Trockenhefe Saccharomyces fragilis, 
1l6cem H,O. 
2)... Toluol. 
bh) 25g der Trockenhefe, 
200 ¢ H,O. 
2¢ Toluol. 
¢) 20 cem 1,19°.ige Methylglvoxal-lésung, 
25 , H,O, 
0.2... Toluol. 


~ 


'«. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 208, 463, 1928; B. 63. 1986. 
1930. 

2 Der Zusatz geschah wegen des maBigen Dismutationsvermogens der 
Milechzucker-trockenhefe. 
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Teilfermente im Enzymsystem der Milechzuckerhefen 103 


Nach 24stiindiger Aufbewahrung bei 37° war der Ketonaldehyd im 
Ansatz a) verschwunden, im Ansatz ¢) unverindert. 


Die Bestimmung der Milchséiure geschah nach Friedemann. Cotonio 
und Shaffer. lcem des 230 cem betragenden und nach Entnahme det 
Proben noch 0.906 g Methylglyoxal entsprechenden, enteiweiBten Filtrats 
verbrauchten 12,05 cem n 100 J. Die selbe Menge der Kontrolle b) ver 
brauchte 1.28 cem n 100 J; tir lO cem der Kontrolle ¢) waren 1.34 cem 
n 100 J nétig. Die Difterenz belief sich demnach aut 9.43 com 4.244 ing 
Milechsaéure. In der Gesamtmenge des Filtrats waren 0.976 9 Milehsdaure 
vorhanden, entsprechend 86,1°., der Theorie. 


(. Vergirung von Brenztraubensiure! durch Saccharomyces fragilis und 
Milchzuckerhefe Sp. 102. 


| ¢ rsuch #8 





2cem m-Brenztraubensiure 2cem m-Na,SO, + 2cem_ Essigsiure 
Acetat-Gemisch + 14cem H,O lg Trockenpraparat von Saccharo 
myces fragilis — 0,2 cem Toluol. 
Aus 15,0 cem Gir- Aus 15,0 cem Gar- 
Ta gemisch bei 36° Ta gemisch bei 36 
Zeit und 749 mm ent- Zeit und 749 mm ent- 
wickelte cem CO, wickelte cem CO, 
Nach 0 Min. 0 Nach 2 Std. 24,0 
; wes 3.5 . S a 26.4 
35, 13,2 ‘ a 28,9 
50 , 20,0 . By 28,2 
“ 1 Std. 22,0 << =e 29,8 





Berechnung. Angewandt 1,5 ccm m-Brenztraubensaure 0,132 g, die 
33.6 cem CO, liefern kénnten. 29.8 cem CO, reduziert auf 0° und 760 mm 
25,5 cem CO,; das sind 72,2°,, der Theorie. 


Versuch 2. 


6cem m-Brenztraubenséiure — 6c¢em m-Na,SO, — 6cem Essigsiure- 
Acetat-Gemisch + 42 cem H,O — 3g Trockenhefe Saccharomyces fragilis 


0,6 cem Toluol. 
Nach 27 Stunden erfolgte die Autarbeitung in tblicher Weise ®. 10 cem 
des 250 cem betragenden Destillats verbrauchten bei der Acetaldehyd 
bestimmung nach dem Hydroxylamin-sulfat-Verfahren 1,56c¢em = n 10 


NaOH, enthielten also — 68,64 mg Acetaldehyd. — Im Gesamtdestillat, 
in dem die Reaktion mit Nitroprussidnatrium Piperidin stark positiv 
ausfiel. waren somit O,1716g Acetaldehyd zugegen. Da aus den an 


gewandten 6cem m-Brenztraubensaure | 0.528 g) 0.264 ¢ Acetaldehyd 
entstehen kénnen. so betrug die Ausheute daran 65°, der Theorie. 


1 Nach der Methodik von C. Newberg u. EB. Reinfurth, B. 58, 1051, 1920. 
2 Nach C. Newberg u. E. Reinfurth, diese Zeitschr. S9, 390, 1918. 
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Versuch 3. 


2 com m-Brenztraubenséure (= 167,2 mg*) — 2 cemm-Na,SO, — 2¢c 
Essigsaure-Acetat -Gemisch l4cem H,O + |g Trockenpraparat — cd: 


Milchzuckerhefe Sp. 102 -- 0.2 cem Toluol. 

Aus 15.0 cem Giargemisch waren bei 18° in 24 Stunden 25,0 cem CO 
(= 23.3 cem CO, nach Reduktion auf 0° und 760 mm) frei geworden. Au 
den angewandten 125.4 mg Brenztraubensiure kénnten 31,35c¢em CO. 
hervorgehen. Ausbeute 74.5°,, der Theorie. 

13.0cem des Gargutes wurden zur Acetaldehyd-bestimmung ent 
nommen. 15 cem des 100 cem betragenden Destillats verbrauchten 1,39 cn 
n/l0 NaOH. Diese zeigen 6,116 mg Acetaldehyd an. Insgesamt ware! 
also 40,7 mg Acetaldehyd vorhanden. Aus den in 13,0 cem Géargemisc! 
enthaltenen 108,68 mg Brenztraubenséiure kénnten 54.34 mg Acetaldehyd 
entstehen; Ausbeute 75°, der Theorie. 


* CGehalt titrimetrisch ermittelt. 
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Die Umwandlung des Acetessigaldehyds durch Hefe. 


Von 
Stefan Grzycki. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 31. Juli 1933.) 


Es ist bekannt, dais Acetaldol von giarender Hefe phytochemisch 
zu stark optisch aktivem #-Butylenglykol reduziert! und von Essig- 
hakterien dismutiert wird?, wobei 6-Oxy-butterséure nebst 1, 3-Butylen- 
glvkol gebildet werden®. Wie es scheint, wird §-Oxy-buttersaure durch 
Hefe, wenigstens unter aeroben Bedingungen, angegriffen, wenn auch 
in geringem Umfange®. Die in die selbe Reihe gehérige Acetessigsiiure 
wird ebenfalls durch girende Hefe phytochemisch reduziert: dabei 
tritt rechtsdrehende $-Oxy-buttersdiure auf*. Meines Wissens ist nun 
eine andere Substanz aus dieser Kérperklasse, der Acetessigaldehyd, 
noch niemals Gegenstand biochemischer Untersuchungen gewesen. 
Vorlaufig habe ich das Verhalten dieses Ketonaldehyds zu Hefe unter- 
sucht, die in Gartatigkeit begriffen ist. Verwendet habe ich ein nach 
der Methode von L. Claisen und N. Stylos® bereitetes Material: die 
Autoren gaben dem Acetessigaldehyd auf Grund der Umwandlungen, die 
er erfahren kann, die Formel CH,.CO.CH,.COH: heute wird zumeist 
die tautomere Schreibweise, CH,.CO.CH:CHOH, bevorzugt. Nach 
der genannten Vorschrift gewinnt man das Natriumsalz des Acet- 
essigaldehyds, das in trockenem Zustande zieinlich bestandig ist. Fiir 
die Versuche wurden Lésungen der stets frisch bereiteten Verbindung 
benutzt.  Obgleich solche wasserigen Lésungen alkalisch reagieren, 


1 C. Neuberg u. E. Kerb, diese Zeitschr. 92, 96, 1918. 

2 G. Binder-Kotrba, ebenda 174, 448, 1926. 

3 J. Marian, ebenda 150, 281, 1924. 

+O. Neubauer, Centralbl. f. Physiol. 25, 1104, 1912 und besonders 
E. Friedmann, diese Zeitschr. 248, 125, 1931. 

5 L. Claisen u. N. Stylos, B. 21, 1144, 1888. 
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kann man sie unter den im experimentellen Teil beschriebenen Vorsicht- 
maBregeln zu gérenden Zuckerlésungen fiigen: das entwickelte Kohlen 
dioxyd bewirkt dann eine Neutralisation. Man mu vermeiden, di 
Ketonaldehydlésung zu schnell einflieBen zu lassen, weil sonst ein 
teilweise Verharzung, kenntlich an intensiver Gelbrotfairbung — di 
Garguts, erfolgt. Als Umwandlungsprodukt des Acetessigaldehyd 
fabte ich $-Butylenglvkol. Dasselbe war partiell optisch aktiv und zwa 
dextrogyr. Das /-Butylenglykol wurde durch Siedepunkt, Analys: 
sowie durch Chberfiihrung in die x-Naphthyl-isocvanat-verbindung 
charakterisiert. Weitere Stoffe, insbesondere Acetessigsiure und $-Ox)\ 
buttersaure, habe ich nicht zu isolieren vermocht. Auch das symmetrischy 
Triacetylbenzol, das durch unspezifische Kondensation von Acet 
essigaldehyd leicht bei saurer Reaktion entsteht, habe ich nicht auf 
gefunden: offenbar ist die Aziditat der Garansaitze zu gering, um dies: 
Zvklisierung zu gestatten. 


Der Chergang des Acetessigaldehyds in rechtsdrehendes #-Butylen 
glvkol erscheint formaliter als phytochemische Reduktion zweicr 
Carbonylgruppen. Ein Analogon zu dieser Beobachtung liegt bereits 
in der biochemischen Bildung des lavogyren Propylenglykols aus 
Methylglyoxal vor®, 


In drei 6-Liter-Flaschen wurden je 300 g Rohrzucker, 3000 com Wasser 
und 300 g¢ Oberhefe (Sinner) eingebracht. Als kraftige Garung im Gange 
war, lieB ich bei Zimmertemperatur in jedes GefaB 15 g¢ Natrium-acetessig 
aldehyd in 10°, iger wasseriger L6sung durch einen Tropftrichter innerhall 
24 Stunden flieBen. Der GarprozeB wurde, je mehr Ketonaldehyd zugefiigt 
war, langsamer und stockte nach 12 Stunden fast ganz; am nachsten Tage 
trat jedoch Erholung ein. Alle Ansaétze hatten eine Orangefarbung an 
genommen. Am dritten Tage wurden, weil die Ferrichloridprobe noch 
positiv war, zu jedem Ansatz Je 50 g¢ Zucker und 50g Hefe hinzugegeben. 
am fiinften Tage noch je 50 g Zucker. Nach 8 Tagen wurden die Ansiatze 
abgeschleudert und die klaren Zentrifugate im Faust-Heimschen Ven 
tilationskasten eingedunstet. Dann wurden die eingeengten Fliissigkeiten 
aller drei Ansatze vereinigt und mit Chloroform im Scheidetrichter griindlich 
ausgeschittelt. Nach Abtrennung von der Chloroformschicht wurde der 
wisserige Riickstand auf dem Wasserbad mit BaCO, behandelt; da so 
aber Alkalisierung kaum zu erreichen war, habe ich etwas Soda hinzu 
gesetzt. 

Nach Konzentrierung auf dem Wasserbad bis zum dickfliissigen Sirup 
wurde dieser mit gegliihtem Natriumsulfat verrieben und im Soxhlet 
apparat mit wasserfreiem Aceton extrahiert. Der Acetonauszug wurde im 
Vakuum abdestilliert, von einem aus dem <Aceton 6lig abgeschiedenen 
Riickstand abgetrennt und iiber gegliihtem Natriumsulfat getrocknet. 


® OC. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 182, 472, 1927. 
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Umwandlung des Acetessigaldehyds durch Hete. 197 


as LOsungsmittel wurde wieder im Vakuum abgetrieben und der Rick 
tand im Vakuum aus einem Olbade an einer Drehvorlage fraktionert. 
Unter 16mm ging die erste Fraktion (1.3 ¢) bet 109° tiber, die zweite (4.9 7) 
vei L1O bis 119°.) Die Hauptfraktion wurde noch einmal aus einem kleinen 
(laisenkolben im Paraffinbad fraktiontert. 

Unter 15mm geringer Verlaut Kp. 105 bis 106°, Haupttraktion Ky. 107 
us 109°) Nachlaut Kp. 1L0 bis 112°. 

Das erhaltene Liquidum war dickfliissig, ganz leicht gelb getarbt und 
von stiBlichem Geschmack. 
Die Priitung der optischen Aktivitat ergab Rechtsdrehung von 

2.72° im 1-dm-Rohr. 
Nach der Analyse lag Butyvlenglykol vor. 


4,932 my Substanz lieferten 9.410 mg CO, und 4,890 me HO. 


C,H,»O,. Ber.: C = 53,33°%,,. H bid 
(G0) gef.: 52,05°,,. H 11.098 


Da trotz des richtigen Siedepunktes (Lit. | und 2) der Wert fiir Kohlen- 
stoff etwas zu gering war. habe ich die Umwandlung der Substanz in eime 
kristallinische Verbindung bewirkt, und zwar benutzte ich dazu %z-Naphthyl- 
isocyanat nach dem Vorschlag, den C. Newberg mit &. Kansky und &. Hirsch 
berg gemacht hat *. 


lly x-Naphthyl-iso-cevanat und 0.3 g des Butylenglykols wurden 
unter peinlicherm WasserausschluB im Reagensglas iiber der Flamme er- 


warmt. Nach Ablaut der lebhaften Reaktion und Abkiihhing erstarrte 
die Masse. Sie wurde mit absolutem Alkohol in ein’ Kélbehen tiber 
vefihrt und ausgekocht. Die filtrierte Fliissigkeit schied bein Stehen 
im Eisschrank bald weiBe, feine Kristalle ab. Nach dem Absaugen, 


Trocknen und erneuter Umkkristallisation schmolzen sie bei 154 bis 
155°, in’ Ubereinstimmung mit den Angaben der Literatur (1) fiir das 
Derivat des x, 7-Dioxybutans. 


5.114 mg Substanz: 13.710mg CO, und 2,620 mg HO. 
3,329 ,, = 0,194 com Ny, (22°, 760 mm). 
Cy ,,0,N,. Ber: C = 727,89%,. 5.70%, N = 6,56° 
(428.2) gef.: € 13,11°%, & 5,73", M = 6,16" 


Der mit Aceton extrahierte Inhalt der Hiilsen wurde mit heiBem, 
70°. igem Alkohol auf dem Wasserbad am Riuckflubkiihler ausgekocht. 
filtriert und nachgewaschen. Das Solvens wurde im Vakuum groblitenteils 
vertrieben und der Riickstand aut dem Wasserbad bis zum = dicktliissigen 
Sirup abgedamptt. Er wurde mit Phosphorsaure kongosauer gemacht, mit 
gegliihtem Natriumsulfat) zu emer homogenen Masse verrthrt und tum 
Soxhietapparat mit Ather extrahiert. Nach dem Verjagen des Athers 
schied sich eine gelbliche Kristallmasse ab. Die Substanz wurde aus heilbem 
Wasser umkristallisiert. worauf sie rein weil} wurde. Es lag Bernsteimsaure 
vor. 005g Substanz in 10 ccm H,O verbrauchten 8.5 cem n lO NaOH. 
Schmelzpunkt 187°. 


7 Diese Zeitschr. 20. 445, 1909; 27, 339, 1910, 
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II. 


Es wurden noch zwei Ansitze von genau derselben Zusammensetzung 
angestellt. 

Je 300g Hefe, 300g Zucker, 3000 com Wasser, 15 ¢ Na-Acetessig 
aldehyd in 10° iger Lésung. 

Letztere wurde wahrend 50 Stunden zugetropft. Dieses Vorgeher 
erwies sich als vorteilhafter, denn die Garung ging ununterbrochen zu 
Ende, es trat kaum eine Verfarbung ein, und die Ferrichloridprobe wurde 
vollig negativ. Die weitere Aufarbeitung geschah wie bei den vorigen 
Ansiitzen. Die Ausbeute an /-Butylenglykol belief sich auf 5,0 g, war also 
prozentual etwas gréBer. 

Kontrollversuche lehrten, daB die auch hier in der S. 197 beschriebenen 
Art isolierte Bernsteinsiure nicht etwa aus dem Acetessigaldehyd hervor- 
gegangen, sondern lediglich im Hefenstoffwechsel entstanden war. 
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Uber Nachweis 
und Bestimmung von Tri-brom-ithylalkohol. 


Von 


Herbert Collatz. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 2. August 1933.) 

Auf Grund der Arbeiten von R. Willstatter und W. Duisberg! hat 
der Tri-brom-aithylalkohol unter dem Namen Avertin eine weitgehende 
therapeutische Verwendung gefunden. Der dem Organismus ein- 
verleibte Alkohol wird als gepaarte Glucuronsaiure ausgeschieden®. 
In gewissem Sinne ahnlich wie fiir den entsprechenden Tri-chlor- 
aithylalkohol, der nach dieser Richtung von LD. Vitali® untersucht 
worden ist, hat man auch den Nachweis des Tri-brom-iathyvlalkohols 
dadurch erbracht, daB man durch Abspaltung des Halogens mit Kali- 
lauge das urspriinglich organisch gebundene Halogen in ionisierte Form 
iiberfiihrte*. Durch Behandlung mit Kalilauge wird nun Halogen auch 
aus vielen anderen bromhaltigen Narkoticis und Schlafmitteln frei 
gemacht, so daB diese Reaktion nicht als spezifisch gelten kann. 

Im folgenden schildere ich ein Verfahren, das auf der Uh rfiihrung 
des Tri-brom-dathylalkohols in Bis-hydrazone des Glyoxals beruht. 

Der Austausch von Halogen durch Phenylhydrazin-reste ist in 
vielen Fallen bewerkstelligt®. DaB intramolekulare Atomverschiebungen 
beim Tri-brom-athvlalkohol zustande kommen, ist nicht verwunderlich, 
weil diesem K6rper ein starkes Reduktionsvermégen gegen Fehling sche 


~ 


2. Willstdtter u. W. Duisherg, B. 56, 2283, 1923. 

2 G. Maraldi, Chem. Centralbl. 1908, [, 781: C. Endoh, diese Zeitschr. 
152, 276, 1924. 

3 P. Vitali, Chem. Centralbl. 1899, II, 147. 

4 W. Sebening, Schmerz, Narkose und Anasthesie 2, 403, 1930. 

5 7. B. E. Fischer u. A. Steche, B. 20, 823, 1887: G. Bender. B. 21. 
2492, 1888: E. Fischer. B. 26, 97. 18938: J. Culmann, B. 21, 2595. 1888: 
O. Nastvogel, Ann. 248, 85, 1888; H. Brunner u. K. Eiermann, B. 3, 
1406, 1898; EL. Vetocek, Chem. Centralbl. 1981, 1, 923. 











200 H. Collatz: 


Losung eigen ist: das deutet auf Umsetzungen der erwahnten Art. hin 
die schematisch durch die Formeln: CBr, .CH,OH —- CBr: C(OH 
-C(OH):>C(OH) —- HOC .COH ausgedriickt werden kénnen. 

Die experimentellen Belege enthalten die Angaben, unter welchen 
Bedingungen die Umwandlung des Tri-brom-aithylalkohols in Derivat: 
des Glyoxals gelingt. Ich habe die Substanz in das Bis-p-Nitropheny! 
hydrazon des Glyoxals und das entsprechende Bis-2, 4-Di-nitropheny! 
hydrazon verwandelt. Die Reaktionen vollzichen sich beim Erwarmen 
der Komponenten unter verschiedenen Bedingungen. Die Ausbeuten 
reichten beim p-Nitrophenyl-osazon bis 93°, der Theorie. Die er 
haltenen Hydrazinverbindungen erwiesen sich als identisch mit den in 
der Literatur beschricbenen! 2. 


I. Nachweis von Tri-brom-iithylalkohol mittels 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin. 


a) 100cem emer 0O.1° igen wasserigen Avertinlésung  ( 100 my) 
wurden nach Zusatz von 0,4 ¢ 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin, gel6st in 25 cem 
2n Salzséure, 6 Stunden im Paraffinbad unter RiickfluB gekocht. Die 


Abscheidung des Glyoxal-bis-di-nitrophenylhydrazons begann nach kurzer 
Zeit. Nach Beendigung des Versuchs wurde der Niederschlag auf einem 
Jenaer Glasfiltertiegel 1 G4 heii abgesaugt, zuniachst mit verdiinnte: 
Salzsiure, dann mit siedendem Wasser gewaschen und im Warmeschrank 


bei 110° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet.  Erhalten wurden 97,1 mg 
283 
Osazon: das entspricht ais” 97,1 65,74 mg Tri-brom-athylalkohol oder 


65,74°., der Theorie. 

Das so gewonnene Glyoxal-bis-2, 4-di-nitrophenylhydrazon — bildete 
verfilzte orangegelbe Nadeln und zeigte direkt den von C. Newberg und 
E. Simon? angegebenen Schmelzpunkt von 318° (korr.). Zur Analyse 
wurde die Verbindung je einmal aus Pyridin plus Eisessig und aus Nitro- 
benzol umkristallisiert, wobei sich der Schmelzpunkt nicht anderte; dann 
wurde im Hochvakuum bei 78° getrocknet. 


1.964 mg Substanz: 2,891 mg CO, und 0,434 mg H,O, 


2,438 ,, » 0,558 cem N, (762mm, 24% 50°, KOH). 
CypyHpO Ny. Ber.: C = 40,18, H = 2,41, N = 26,80°,; 
(418.1) get.: C = 40,15, H 2,47, N = 26,37 °%. 


b) 50cem Lésung (= 50mg Tribrom-athylalkohol) wurden mit einer 
Lésung von 280 mg 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin (8 Mol.) in 17 cem 2n HCl 
in eine etwa 150 ccm fassende Ampulle eingeschlossen und in einem Auto- 
klaven erhitzt, der als Badfliissigkeit Wasser enthielt. Nach vélligem Er- 
kalten wurde die Ampulle vorsichtig geéffnet, '), Stunde auf dem Wasser- 
bad erwarmt und ihr Inhalt nach Uberfiihrung in ein kleines Becherglas 
wie oben durch einen Glasfiltertiegel hei’ abgesaugt, gewaschen und = ge- 
trocknet. Einzelheiten sind aus Tabelle I ersichtlich. 


1 4. Wohl u. C. Neuberg, B. 38, 3107, 1900. 
2 C. Neuberg u. E. Simon, diese Zeitschr. 256, 485, 1932. 
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Nachweis und Bestimmung von Tribromathylalkohol. 20] 


Tabelle IL. 





Gefunden 


Dauer des Erhitzens — i ie es 
und Temperatur Bishydrazon Tribrom-athylalkohol °* yoy sats 
mg mg 
1', Std. 150° 53,8 36,42 72.84 
3 150 47,8 32,36 64,72 
& »% 115 54,4 36,83 73,66 
6 - 110 52.7 35.68 71.36 


Der Schmelzpunkt des Glyoxal-2,. 4-di-nitrophenylosazons lag auch 
n diesen Versuchen unveradndert bei 318° (korr.). 


2. Nachweis und Bestimmung 
von Tribrom-ithylalkohol mittels p-Nitrophenylhydrazin. 


a) LO0cem Lésung von Tribrom-athylalkohol, enthaltend 100mg, wurden 
mit einer Auflésung von 0,4 g¢ p-Nitrophenylhydrazin in 12 cem 30° \iger 
Essigsdure nach Zusatz von 0.4 ¢ kristallisiertem Natriumacetat 7 Stunden 
am RickfluBkiihler im siedenden Wasserbad erhitzt. Bald trat ein dunkel- 
roter Niederschlag von Glyoxal-bis-p-nitrophenylhydrazon auf, dessen 
Menge langsam zunahm. Das Osazon wurde heib durch einen Schottschen 
(Has-Gooch-Tiegel 1 G4 abgesaugt, mit 10° iger Essigsaiure, dann mit 
heiBemm Wasser gewaschen und im Trockenschrank bei 110° getrocknet. 


283 
Erhalten wurden 78,6 mg, entsprechend gay” 136 67.82 my Avertin 


oder 67.82°, der angewendeten Menge. Das Rohprodukt bestand aus 
feinen dunkelroten Nadeln, die nach vorherigem Sintern ber 311° (korr.) 
unter Zersetzung schmolzen, wie von A. Wohl und C. Newberg (a. a. O.) 
fiir diese Verbindung angegeben ist. 


Zur Analyse wurde die Substanz durch Lésen in heibem Pyridin und 
Zusatz von Toluol umkristallisiert. Der Schmelzpunkt anderte sich nicht 
und blieb auch beim Trocknen im Hochvakuum unverandert. 


2,720 mg Substanz: 5,119 mg CO, und 1.080 mg H,O. 


2,167 ,, - 0.481 com Ny (762 mm, 24°, 505 KOT). 


C,H.wO,N,. Ber.: C = 51,19, H 3,69, N = 25,61 ' 
(328.2) gef.: € 51,33, H 4.44, N 25,59 ‘ 


b) 50cem der Avertinlésung (= 50mg) wurden mit 216 mg p-Nitro 
phenylhydrazin (8 Mol.) in 6.5 cem 30° iger Essigsiture sowie mit 0.2 ¢ 
kristallisiertem Natriumacetat in einer zugeschmolzenen Druckflasche im 
Autoklaven erhitzt. Nach Offnung der Ampulle wurde das Reaktions 
gemisch '/, Stunde auf dem Wasserbad erwarmt, alsdann in ein Becherglas 
iibergespiilt, durch einen Jenaer Glastiltertiegel heils abgesaugt und, wie 
oben angegeben, gewaschen sowie getrocknet. Uber die Befunde gibt 


Tabelle I] Auskunft. 





eve 


nme pomegranate 


RET 


bd | ya 


be. Collatz. 


Tabelle II. 





Gefunden 0 

lbauer des Erhitzens ere en : Bee aes ie eee 
und Temperatur Bishydrazon Tribrom-ithylalkohol (er angew andte 

Menge 

mg mg 

3 Std. 150° 53,6 46,25 92,50 

os 115 41,0 35,38 70,76 

S 110 53,0 45,73 91,46 

. 150 53.6 46,25 92,50 

2 150 52,8 45,56 91,12 

wa 150 54,9 46.59 93,18 

So » 150 53,2 45,90 91,80 
Die ersten drei Versuche waren ohne Zugabe von Natriumacetat an 
gestellt. Das Bis-hydrazon besa® in allen Fallen den richtigen Schmelz 


punkt von 311° (korr.). 
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Uber die Phosphorylierung durch Lactose-hefen. 


Von 


Eduard Hofmann. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 5, August 1933.) 


Es ist bekannt, da Galaktose von gewoéhnlichen obergarigen 
und untergairigen Hefen nicht oder zum mindesten weit langsamer 
und unvollstandiger vergoren wird als die eigentlichen Zymohexosen. 
Wohl sind Spezialhefen, die sogenannten Galaktose- und Lactosehefen, 
imstande, den erwahnten Zucker glatt umzusetzen. Die Frage, ob 
insbesondere bei den letztgenannten Erregern auch eine Phosphory- 
lierung eintritt, ist bisher nicht untersucht. Entgegen anderen Angaben 
hat R. Nilsson! gefunden, daB an Galaktose kiinstlich angepaBte normale 


Unterhefe daraus Zuckerphosphorsiure-ester — ein Di- und ein Mono- 
phosphat erzeugt: zu diesem Resultat gelangte der Autor durch 


Verwendung eines Trockenpraparats aus der schwedischen Unter- 
hefe H. Schon friiher hatten A. Harden und R. V. Norris? in Versuchen 
mit dem Pre®-saft von Hefe, die an Galaktose gew6hnt war, ein Ver- 
schwinden von Phosphorsiure konstatiert. 

Im folgenden zeige ich, daB zwei typische Lactosehefen, Saccharo- 
myces fragilis (Jorgensen) und die Milchzuckerhefe Sp. 102 des Instituts 
fiir Garungsgewerbe in Berlin, ein ausgezeichnetes Phosphorylierungs- 
vermégen besitzen und dieses offenbaren, wenn man sie im frischen 
Zustande in Gegenwart von Toluol auf Galaktose einwirken labt. 
Von den beiden genannten Hefen wirkte Sp. 102 schneller und lieferte 
auch bessere Ausbeuten. (Ob dies mit besonderen Permeabilitatsverhalt- 
nissen an der Oberfliche des erst genannten Erregers zusammenhangt 


1 R. Nilsson, Ark. f. Kemi, Mineralog. och Geologi 110A, No. 7. 1930. 
2 A. Harden u. R. V. Norris, Chem. Centralbl. 1910. 11, 1490; > vel. 
hierzu EF. Abderhalden, Fermentforsch. 8, 47, 1926. 
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er laBt sich namlich sehr leicht mit Essigester verfliissigen! bleil 
dahingestellt.) 

In diesen Versuchen mit den Milchzuckerhefen konnte in gréBer 
Mengen [He .wose-di- phos phat isoliert werden, das sich mit dem bekannt: 
Fructose-1, 6-di-phosphat als identisch erwies, und daneben in geringer: 
Menge das Bariumsalz einer He xose-mono- phos phorsdure mit der holy 
spezifischen Rechtsdrehung von [ |), + 70°. Die vollstandige Rein 
gung dieses Esters bot groBbe Schwierigkeiten. Auch die am_ sorg 
faltigsten gereinigten Praparate zeigten bei der Analyse immer noc! 


einen etwas zu niedrigen Gehalt an anorganischen Bestandteilen und 


entsprechend héhere Werte fiir Kohlenstoff und Wasserstoff. Es is: 
moglich, daB eine geringe Menge eines Disaccharid-mono-phosphor 
siure-esters dafiir verantwortlich ist, die Verunreinigung kann abe: 
nach den Ergebnissen der Analyse nicht mehr als 5 bis 10°, betragen 
Auch durch Herstellen und Wiederzerlegung eines Brucinsalzes konnt: 
keine weitere Reinigung erzielt werden. 

Der Hexose-mono-phosphorsaure-ester besitzt gegeniber Fehling 
scher Lésung eine verhaltnismaBig geringe Reduktionskraft, etwa 10° 
im Vergleich mit der iquivalenten Menge freier Glucose. Er wird durch 
Takaphosphatase in Phosphorséiure und freien Zucker gespalten und 
gibt eine starke Seliwanoff/sche Ketosenreaktion: das spricht dafiir 
daB auch hier eine enzymatische Umwandlung von Aldo- in Keto- 
hexose-phosphat vor sich gegangen ist, was als einen reversiblen Vorgang 
in der Glucose-Fructose-Reihe bereits Neuberg und Leibowitz? beob- 
achtet haben. 

Experimentelles. 
1. Versuch mit Milchzuckerhefe Sp. 102. 

4,2 ¢ Galaktose (Merck. puriss.) und 0.83 g Mononatrium-phosphat 
(NaH, PO,.H,O) wurden in einer 1L00-cem-Flasche mit 20 com Wasse1 
gelodst; hinzukommen 0.22 ¢ Natriumbicarbonat, 2cem Toluol und 6¢ 
frische Milehzuckerhefe Sp. 102.) Die Flasche wurde nach VerschluB mit 
einem Garaufsatz in den Brutschrank (37°) gestellt und von Zeit zu Zeit 
gveschittelt. Nach etwa ', Stunde setzte lebhafte Entwicklung von CO, 
ein. Die fortschreitende Phosphoryvlierung verfolgte ich durch kolorimetrische 
Bestimmungen der noch freien Phosphorsiiure. Es waren vorhanden: 





mg P in leem mg P in leem 


Nach Stunden der Versuchslisung Nach Stunden der Versuchslosung 


0 6,05 51), 1,70 
2 4.42 67/4 1,29 
31, 2.90 81), 1.36 
Pu der Lésung zu Beginn des Versuchs 6,5, am Ende 6.2. 


~ 


', Neuberg u. E. Hofmann, diese Zeitschr. 256, 450, 1932. 
2 Cc. Neuberg u. J. Leibowitz, diese Zeitschr. 187, 481, 1927; 191, 450 
u. 456, 1927. 
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2. Versuch mit Saccharomyces fragilis. 


Hierzu wurde die wie im vorstehenden Versuch zusammengesetzte 
liissigkeit, an Stelle der Lactosehefe Sp. 102 jedoch 6 ¢ trische Hefe Sacch. 
rag. benutzt. Die Entwicklung von CO, und die Phosphorylierung verliefen 
n diesem Falle langsamer. Es waren vorhanden: 





mg P in leem mg P in leem 


Nach Stunden der Versuchslisung Nach Stunden der Versuchslosung 


0 64 31), 4.1 
1 6.2 5 3.6 
2 5,4 8!), 24 


Ein v6lliges Verschwinden der freien Phosphorséiure war auch bei 
langerer Versuchsdauer nicht festzustellen: py: zu Beginn des Versuchs 
6.6, am Ende 6,2. 


3. Gréperer Versuch mit Milchzuckerhete Sp. 102. 
102.) ¢ CGalaktose, 
55g NaHCO, 
20,5 ¢ NaH,PO,. HO, 
600° com Wasser, 
60 »  Toluol. 


Nach Einbringung von 160g frischer ( etwa 40¢ lutttrockener) 
Milechzuckerhefe Sp. 102 in vorstehende Lésung wurde das Gremisch im 
Brutschrank bei 37° aufbewahrt und 6fter geschiittelt. Die fortschreitende 
Phosphorylierung offenbarte sich aut gleiche Weise, wie unter 1. und 
2. beschrieben ist: sie war bereits nach 4 Stunden beendet. ohne daB auch 
in diesem Falle die gesamte freie Phosphorsaure verschwunden wiire. 

Durch Neutralisation mit etwa 55cem S8°,iger Natronlauge und 
zehn Minuten Erhitzen im siedenden Wasserbad auf etwa 90° wurde die 
Enzymwirkung unterbrochen und die Hefe durch Filtration entfernt. Da 
sie jedoch noch erhebliche Fliissigkeitsmengen einschlo, wurde sie vor 
Filter in Zentritugenbecher iibergespilt und gewaschen. 

Filtrat und Waschwasser wurden vereinigt, mit etwa 40g Barium 
acetat in heibem Wasser versetzt, zum Sieden gebracht und sofort durch 
eine angewarmte Nutsche filtriert. Aus dem Filtrat schied sich beim Er 
hitzen nochmals eine geringe Menge Niederschlag aus, die aut gleiche Weise 
abgetrennt wurde. Beide erhaltenen Diphosphatfraktionen wurden vereinigt 
und in 2 n Essigsaure gelést ; die Fliissigkeit wurde filtriert ; aus dem Filtrat 
wurden durch Neutralisieren mit 2.n Natronlauge. Erwarmen und sotortiges 
Absaugen. Waschen mit Alkohol und Trocknen etwa 20g) Bariurmesalz 
eines Phosphorsiure-esters gewonnen, das sich nach wiederholtem Um 
fillen mit Essigsiiure-Natronlauge als hexose-di-phosphorsaures Barium 
erwies. Dies ging sowohl aus dem Bariumgehalt als auch aus der optischen 
Drehung hervor. 

0.3310 g¢ Substanz: 0.2530 ¢ BaSQOy,. 

C,H, O,4(PO,Ba),.  Ber.: Ba 45.0; gef.: Ba 44.9 


0.5502 g¢ Bariumsalz ( 0.3042 ¢ freier Saure) wurden in einer Reib- 
schale mit 3.58 cem n 10 Schwefelsaure und LO cem Wasser verriihrt. nach 
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1 Stunde wurde filtriert, mit H,O nachgewaschen und ein Volumen wv 
50 com hergestellt. 

Drehung! im 2-dm-Rohr + 0.05%. [a], + 4,19. (Fir die fre 
Saure.) 

Um das Monophosphat zu isolieren, wurde das Filtrat von der erst: 
Fallung des Disphosphates unter 40° im Vakuum auf etwa 250 cem ei: 
geengt und solange mit konz. kalter Bleiacetatlésung versetzt, bis nac! 
einigem Warten auf erneute Zugabe keine Ausfallung mehr erfolgte. Nac! 
halbtagigem Stehen in der Kalte wurde der Niederschlag durch Zent: 
fugieren entfernt und mehrmals mit Wasser gewaschen; aus der bei: 
Zentrifugieren erhaltenen klaren Lésung, sowie aus dem damit vereinigte: 


ersten’ Waschwasser, wurde durch Zugabe von etwa 80 ccm Bleiessiy 


(D. A. B. 6) das Monophosphat gefallt. Das nach Zentrifugieren und griind 
lichem Waschen erhaltene Bleisalz wurde in Wasser suspendiert und mit 
Schwefelwasserstoff zerlegt. Nach Entfernung des letzteren durch Fin 
leiten von Luft in das Filtret vom Bleisulfid sowie nach Neutralisation mit 
Barytwasser und Konzentration auf etwa 100 cem im Faust-Heimschen 
Verdunstungsapparat, fiigte ich 200 cem Alkohol hinzu und erhielt so das 
rohe Bariumsalz der Hexose-mono-phosphorséure. Durch Lésen in etwa 
100 cem Wasser und Versetzen mit 25°, iger Quecksilberacetatlésung lie 
sich ein groBer Teil der Verunreinigungen beseitigen. Das Filtrat de- 
Hg-Niederschlags wurde nun mit Bleiacetatlésung versetzt und nach) 
Entfernen einer geringen Menge entstandenen Niederschlags das Hexose 
monophosphat mit Bleiessig gefallt. Aus dieser Bleiverbindung wurde 
in der schon oben beschriebenen Weise das Bariumsalz bereitet; dieses 
wurde in méglichst wenig Wasser gelést, filtriert, mit der gleichen Menge 
Alkohol gefallt und nach wiederholter Behandlung mit denselben Reagenzien 
im Hochvakuum mehrere Tage bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


0.1737 g Substanz ergaben 0,0579 g BaSO,, 


0.1158 g i + 0.0812 ¢ P, 
0.3084 g om “ 0,1673 g Asche (Ba, P,OQ,), 
4.96 mg =" ae 3.43 mg CO, und 1,48 mg H,0O. 


C,H, 0;.PO, Ba. Ber.: 34,.7°, Ba, 7,8°, P, 56,7 °,, Asche, 18,2°, C, 2,8°, H: 
gef.: 33,2°,, Ba, 7,2 °, P. 54.3°, Asche, 18,7°,, C, 3,3 °, H. 
- Der Phosphorgehalt wurde kolorimetrisch nach Veraschung mit H,O, 
und HNO, bestimmt, die optische Drehung an einer Lésung von 0,7575 ¢ 
des Barium-salzes in 10 cem Wasser. 
Lz]p + 70,0° 
(a = + 10,6°, | = 2dm, c = 7,575). 
Als spezifische Drehung seines reinsten Bariumsalzes gibt Nilssor 
(a. a. O.) + 48° an; seine Analysenzahlen stimmen iibrigens nicht besser 
als meine. 


4. Priifung des nicht phosphorylierten Zuckeranteiles. 
Das Filtrat der ersten Bleiessigfallung (siehe oben) enthalt den nicht 


an Phosphorséure gebundenen Zucker. Ein Teil der Lésung wurde mit 


Fiir die auf andere Weise gewonnene freie Hexose-di-phosphorsaure 
haben C. Neuberg, E. Farber, A. Levite u. E. Schwenk (diese Zeitschr. 83, 
244, 1917) [a]p = + 3.55° angegeben. 
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schwefelwasserstoff entbleit und im Vakuum eingeengt. Der erhaltene 
sirup reduzierte stark Fehlingsche Lésung. Durch Oxydation mit ver 
dinnter Salpetersaure (D 1,15) lieferte er Schleimsdaure. 


5. Brucinsalz der Hexose-mono-phosphorsdure. 


2.8 ¢ hexose-mono-phosphorsaures Barium in 60 cem Wasser wurden 
mit 7g Brucinsulfat in der hinreichenden Menge heiBem Wasser sowie mit 
“ecem Alkohol versetzt und nach | Stunde vom ausgeschiedenen Barium- 
sulfat durch Zentrifugieren getrennt. Beim Einengen im Vakuum = war 
keine Kristallisation zu erreichen, auch nicht bei Hinzufiigung von mehr 
\lkohol. Nach Wiederlésen in Wasser und Zugabe von Aceton entstand 
jedoch eine geringe und bei Zusatz von noch mehr Aceton eine grobe Menge 
eines teils kristallinen, teils amorphen Niederschlags. Beide Anteile wurden 
getrennt untersucht. Die erste Fraktion wies nach Lésen in Wasser eime 
spezifische Drehung von |], + 15,5°, die zweite ein |x], 7,55° 
aut. Dieser zweite Anteil wurde einer erneuten Umkristallisation aus 
wasserigem Aceton unterworfen. Dabei wurden wiederum geringe Mengen 
eines ersten und 3,5 g¢ eines in derben Nadeln kristallisierten weiteren 
Anteiles erhalten. 

91 mg, nach sorgfaltigem Trocknen in 10 cem Wasser gelést. zeigten 
im 2-dm-Rohr eine Drehung von « + 0,18°, woraus sich [|p zu + 9,90° 
ergibt. 

3.5 g des Brucinsalzes wurden zur Wiedergewinnung des Bariumsalzes 
in Wasser gelést und unter Eiskiihlung mit der berechneten Menge kalt 
gesiittigten Barytwasser versetzt. Nach | Stunde wurde das ausgeschiedene 
Brucin entfernt und aus dem Filtrat noch geléstes Brucin mit Chloroform 
ausgeschiittelt. Beim Einengen der wasserigen Losung fiel eine Spur Barium- 
carbonat aus. Von diesem wurde durch Filtration getrennt; durch Zusatz 
von Alkohol zum Filtrat wurde das hexose-mono-phosphorsaure Barium 
gefallt und durch Zentrifugieren isoliert. Nach wiederholtem L6sen in 
Wasser und Fallen mit Alkohol sowie nach Trocknung im Hochvakuum 
gewann ich 1,05 g Bariumsalz, das sich klar in Wasser léste. Auch dieses 
Produkt besaB einen etwas niedrigeren Phosphorgehalt (7,29°.,) gegentiber 
dem fiir reines hexose-mono-phosphorsaures Barium berechneten Wert 
(7.8°,,), wie ich solehes schon an dem zur Gewinnung des Brucinsalzes 
verwendeten Ausgangsmaterial beobachtet hatte. 


6. Einwirkung der Takaphosphatase auf das Hexosemonophosphat. 


0,75 g hexose-mono-phosphorsaures Barium wurden in 75 ccm Wasser 
gelést (Lésung 1), ferner 0,5 g Takaphosphatase in 25cem Wasser (Lésung I1). 
Ansatz a: 5cem Lésung I], 5cem Acetatpuffer py — 5,6, 15 ccm Wasser 
und 0,25 cem Toluol. 

Ansatz b: 60cem Lésung I[, 20cem Lésung Il, 20cem  <Acetatputter 
Pu 5.6 und lLeem Toluol. 

Ansatze: 12cem Lésung I, 5cem Acetatpuffer py 5.6, 3 cem Wasser 
und 0,2cem Toluol. 


Die Wirkung der Takaphosphatase geht schon aus der Anderung der 
optischen Drehung hervor, die an filtrierten Proben im 1-dm-Rohr sotort 
nach dem Ansetzen der Versuche sowie nach drei- und viertagigem Aut- 
bewahren bei 37° ermittelt wurde. 
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(«) im 1-dm-Rohr 


Versuch Zu Beginn 
nach 3 Tagen nach 4 Tagen 
a 0,09 — 002° — 0,929 
b + 038° + 015° + 0,16° 
c + 037° + 138° 1. 0.389 


Der starken Zunahme der Drehung bei Versuch b entspricht  « 
schlieBlich vélliges Verschwinden des organisch gebundenen Phosphors i: 
gleichen Ansatze. Dies lieB sich feststellen, indem je 2 cem Versuchslésun; 
mit 2cem 2,5°,igem Ammoniak nebst 3 cem Magnesiamixtur versetzt 
und so von nicht organisch gebundener Phosphorsiéiure befreit wurde 
Nach | Stunde wurden die Proben filtriert, je 2 cem der Filtrate mit Wasse: 
stoffsuperoxyd plus Salpetersiure verascht und die nunmehr anwesende: 
Mengen freier Phosphorséure kolorimetrisch ermittelt. Es waren in 1 cc: 
der urspriinglichen Versuchslésung vorhanden : 


BOG... « « « » « « OOCT me P 
So We ea ewe ena. = os TF 
oe ae ee le 


Es war also bei b nicht mehr organisch gebundener P zugegen, als 
durch das Ferment (vgl. Versuch a) hineingebracht war. Im Versuch « 
hingegen befand sich die gesamte mit dem Substrat zugesetzte Meng: 
Phosphorséure auch bei Abbruch des Versuchs noch in organischer Binduny 


Ber.: 8,65 mg P, gef.: 8,48 mg P. 
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Uber Lactase in untergirigen Hefen. 


Von 


Eduard Hofmann. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem. 


(Eingegangen am 5, August 19335.) 


Lactose ist von den Mono-sacchariden dadurch unterschieden, da 
sie durch die gew6hnlichen Hefen nicht angegriffen wird. Man fiihrt 
dieses darauf zuriick, daB diesen Erregern die Lactase fehlt, die das 
Di-saccharid in seine Komponenten zerlegt. Nun ist bekannt, dais 
man in Mikroben adaptive Fermente erzeugen kann, indem man sie 
an ein ihnen normalerweise nicht adaquates Substrat gewohnt!. Dabei 
ist die Frage erértert, ob es sich in diesen Fallen um die Vermehrung 
der fiir eine Anpassung besonders befahigten Zellen handelt, oder ob 
eine Anreicherung von Fermenten statthat, die bereits in Spuren vor- 
handen sind?. 

Im folgenden beschreibe ich Versuche, die zeigen, dal} man mit 
den auf Milchzucker normaliter nicht ansprechenden untergarigen Hefen 
der Brauereien SchultheiB-Patzenhofer sowie Engelhardt eine lacta- 
tische Spaltung von Milehzucker-ureid® herbeifiihren kann, lediglich 
dadurch, daB man eine Suspension der genannten Unterhefen anwendet, 
die einmalig in einer Lésung von Milchzucker zuvor digeriert sind. 
Dabei wurde keine Vergarung beobachtet, auch habe ich keine fort- 
gesetzte Weiterziichtung vorgenommen. Bemerkenswerterweise ist  be- 
reits unter diesen Umstanden das vorher vermibte Ferment Lactase mani- 


! EB. Dubourg, C.r. 128, 440, 1899; Dienert, ebenda 128, 569 u. 617, 18940: 
129, 63, 1899. 

2 H. v. Euler u. R. Nilsson, H. 148, 89, 1925; 152, 249, 1926; BL Abde? 
halden, Fermentforsch. 8, 42, 1926. 

3 Dieses, und nicht freier Milchzucker wurde angewendet, da bei den 
fiir die erste Orientierung polarimetrisch ausgetthrten Analysen die Drehungs 
unterschiede viel ausgesprochener sind. Lactoseureid hat die spezifische 


Drehung [<]) + 2.19% Lactose besitzt ein | %|p 55 


Biochemische Zeitschrift Band 265, 14 
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fest geworden. Der so zutage tretende Lactase-effekt ist kriftig, indey 
Lactase-ureid in 24 Stunden zu 80°, hydrolysiert wird. Dies gilt f) 
die durch Verfliissigung der frischen Hefe mit Essigester bereite: 
Fermentlésung. Wird die vorbehandelte und dann getrocknete Unte: 
hefe in Gegenwart von Toluol autolysiert, so erhalt man ebenfalls ei 
gut wirksames Enzympraparat. 


Die Spaltung wurde exakt durch Bestimmung des Reduktions 
rermogens festgestellt, das die bei der Hydrolyse frei werdende Galaktos 
gegeniiber Ostscher Lésung aufweist. Dieses Reagens spricht, wi 
schon friher' angegeben wurde, auf die Zucker-Harnstoff-binduny 
nicht an. Auch durch die Fermentlésung wird das Substrat an diese: 
Stelle des Molekiils nicht verandert, wie besondere Versuche mit Glucose- 
ureid lehrten. 


Es war bis jetzt noch nicht méglich, die Behandlung der Hefen 
mit Lactoselésung unter Bedingungen absoluter Sterilitat vorzunchmen 
Die von der Brauerei bezogenen Hefen enthalten naimlich vereinzelt: 
Bakterien, und unter dem Mikroskop findet man zwischen den Zellen 
der von der Milchzuckerlésung abzentrifugierten Hefe Stabchen in 
sparlicher Zahl. Ihre Masse ist jedoch gegeniiber der bedeutenden Meng: 
der Hefezellen ganz verschwindend, und sie werden auBerdem, soweit 
noch vorhanden, mit den Hefe-resten entfernt, wenn man die nach 
Verfliissigung erhaltene Suspension zentrifugiert. In einigen Versuchen 
erteilte ich der Lactoselésung einen Zusatz von vergirbarem Zucker 
(Saccharose). Bald nach Zugabe der Hefe entstand dann fiir mehrere 
Stunden lebhafte Garung. Infolge des Vorhandenseins von Alkohol., 
gegen den Bakterien empfindlicher als die typischen Saccharomyceten 
sind, waren in den nach 3 Tagen gesammelten Hefen héchstens ver- 
einzelte Bakterien zu entdecken: die nach Verfliissigen der Hefe er- 
haltenen Fermentlésungen waren aber ebenfalls gegeniiber Lactose-ureid 
wirksam. 

Es empfichlt sich nicht, die Hefen linger als 3 Tage in der Lactose- 
losung zu belassen, da die Verfliissigung der nach dieser Zeit isolierten 
Saccharomyceten immer schwieriger wird und sie sich dann ahnlich 
verhalten, wie dies friher schon fiir Saccharomyces Kefir? beschrieben 
wurde. 

Ob die Neubildung bzw. die Anreicherung der Lactase, die in de: 
untergarigen Hefe durch die erwaihnte Behandlung eintritt, auf den 
EinfluB des Milehzuckers oder auf andere Vorginge in den Zellen zuriick- 
zufithren ist, miissen weitere Versuche zeigen: Veranderungen kénnen 


' BE. Hofmann, diese Zeitschr. 2538, 462, 1932. 
2 C. Neuberg u. EB. Hofmann, ebenda 256, 450, 1932. 
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Lactase in untergiirigen Hefen. 211 


ich infolge Fehlens vergirbarer Kohlenhydrate abspielen. Dal die 
Hefe durch die einmalige Beriithrung mit der Lésung von Lactose nicht 
in eine meBbare Vergarung dieses Zuckers gew6hnt wird, ist nicht 
iberraschend: denn fiir verschiedene Hefen ist bekannt!, dal sie ge- 
wisse Disaccharide zu veratmen, nicht aber zu vergiren vermégen. 


Emulsin spaltet $-Glucoside, wie Salicin, mit grober Geschwindig- 
keit, Galaktoside wesentlich langsamer. Bei den Fermentlésungen der 
Milehzuckerhefen liegen die Verhaltnisse umgekehrt *°. Im Vorliegenden 
ist ein Enzympriaparat beschricben, das wohl Lactose-ureid, nicht aber 
Salicin hydrolysiert. Die Fermentlésungen sowohl aus unbehandelter, 
als aus in Lactoselésung aufbewahrter untergiriger Hefe zerlegen 
jedoch beide Amygdalin*. Es ist also zweifelhaft, ob die Spaltung von 
\mygdalin und Salicin auf ein und dasselbe Enzym, die p-Glucosidase, 
zurickgefiihrt werden darf, zum mindesten besteht diese Ungewibheit 
fiir die neuen Fermentpraparate. 


1. Versuche mit unbehandelter untergiiriger Hefe. 


Aus 22 ¢ frischer Unterhete (SchultheiB-Patzenhojer, Berlin), die nach 
der bekannten Angabe von BP. Willstdtter, G. Oppenheimer und W. Sterbelt 
verfliissigt waren, wurden 75 ccm Fermentlésung gewonnen. Je LO cem 
dieser LOsung, in 50-cem-Flischchen verteilt und mit 5 ecem Wasser. 5 cem 
m/5 Phosphatpuffer, py = 6.4, sowie 2 Tropfen Toluol versetzt. waren 
selbst nach viertagigem Autbewahren bei 37° nicht imstande, zugetiigtes 
Salicin oder Lactose-ureid® zu hydrolysieren; nur bei der mit Amygdalin 
angesetzten Probe war nach dieser Zeit reduzierender Zucker vorhanden. 
Die gleichen Versuche wurden mit Fermentlésungen aus derselben, aber zu 
anderer Zeit bezogenen Hefe sowie mit einer solchen aus Hefe der Brawere: 
Engelhardt in Berlin wiederholt ; auch in diesen Fallen wurde allein Amygdalin 
hydrolysiert. 


2. Versuche mit untergiriger Hefe, die in Lactoselésung aufbewahrt 
gewesen war. 


a) In 2-Liter-Erlenmeyer-Kolben wurden 30g Lactose, 1g KH,PO,. 
lg Na,HPO, und Ig (NHy).SO, mit 1 Liter Leitungswasser gelost und die 
Fliissigkeiten an drei aufeinanderfolgenden Tagen sterilisiert. Nach Zugabe 
von 50g frischer Unterhefe, wie sie zu den Versuchen unter Ll. verwendet 
worden ist, blieben die GefaBe bei etwa 25° stehen und wurden wiederholt 
umgeschiittelt. Selbst nach 3 Tagen war noch keine Garung bemerkbar: 
die Zellen hatten sich am Boden abgesetzt. so daB der grébte Teil der Nahu 
losung abgegossen und die Hefe durch Zentrifugieren leicht isoliert werden 


t K. Trautwein u. K. Weigand, diese Zeitschr. 240, 423, 1931. 

> CU. Neuberqg u. E. Hofmann, aca. Q. 

3 FE. Hofmann, diese Zeitschr. 256. 462, 1932. 

1 Schon durch altere Untersuchungen bekannt; vel. LE. Fischer, By 28, 
1508, 1895; sowie C. Neuberg u. Eb. Fdrber, diese Zeitschr. 7S. 264, 1917. 

5 Dargestellt nach FE. Hofmann, ebenda 258, 462. 1932. 
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konnte. 20g des so erhaltenen Materials ergaben nach Verfliissigen mi 
Essigester, Verdiinnen mit Wasser usw. 75 ccm Fermentlésung fiir di 
folgenden Ansiatze : 


Ansatz A: 15 ccm Fermentlésung + 5 cem Pufferlésung. 
Ansatz B: 15 cem Fermentlésung + 5 cem Pufferlésung + 0,3 g Lactose-ureid 
Ansatz C: 15 cem Fermentlésung + 5 cem Pufferlésung +0,3 g Salicin. 


Nach Zufiigung von je 2 Tropfen Toluol wurden die Ansatze im Brut 
schrank bei 37° aufbewahrt. Schon am nachsten Tage besaB die Fliissigkeit 
des Ansatzes B eine starke Reduktionskraft gegen Ostsche Kupfermischung 
waihrend Proben aus A und C nur eine geringe, gleich schwache Au- 
scheidung von Kupferoxydul bewirkten. 

Nach 2 Tagen wurden die Versuche abgebrochen und die Fliissigkeiter 
filtriert. Im Anteilen von 5cem wurde die Reduktionskraft quantitatiy 
mit Ostscher Lésung nach Lehmann-Maquenne bestimmt ; dabei ist natiirlic] 
der spezifische Kupferreduktionswert der Ostschen Kupfer-Kaliumcarbonat 
mischung beriicksichtigt. 


Gefunden sind bei A: 7.6 mg Cu, 
B: 84,1 ,, Cu, 
Co: @2 . Cu 


Die Unterschiede in den Cu-Werten bei A und C liegen innerhalb de: 
Fehlergrenzen, die Reduktion selbst ist auf Bestandteile der Fermentlésung 
zuriickzutiihren. Die bei B erhaltene Kupfermenge von 84,1 mg entspricht 
nach Abzug von 7,6 mg, die auch bei A erhalten wurden, 26,4 mg Galaktose 
Fiir den ganzen Versuch ergibt sich daraus eine Abspaltung von 4. 26,4 

105.6 mg Galaktose, d. h. 78,5°,, der in 0.3 g Lactose-ureid vorgebildeten 
Menge (0,1344 g). 

b) 50 g frischer, untergériger Hefe wurden in gleicher Weise, wie unter a 
beschrieben, 4 Tage in I Liter Lactoselésung aufbewahrt, die 8°,, Saccharose 
enthielt. Es trat zunachst lebhafte Garung ein, die jedoch nach 24 Stunden 
beendet war. Aus 20g der isolierten Hefe wurde wieder mit Essigester 
eine Fermentlésung bereitet. die Lactose-ureid in 2 Tagen zu 50,5°,,, Salicin 
jedoch nicht zerlegte. 

) Die unter a und b_ beschriebenen Fermentlésungen dienten zu 
entsprechenden Kontrollen mit Glucose-ureid als Substrat.  Selbst nach 
4 Tagen war in keinem Falle Reduktion mit Ostscher Lésung zu erzielen: 
dies war jedoch der Fall, wenn das Enzym an Stelle von Glucose-ureid aut 
Amygdalin eingewirkt hatte. 
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Die Umsetzung 
zugefiigten Methylglyoxals durch Blut und Muskulatur. 


Von 
Ernst Auhagen. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem. ) 
(Eingegangen am 5, August 1933.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Barrenscheen und Mitarbeiter! haben betreffs der Ketonaldehyd- 
mutase Angaben gemacht, die geeignet waren, die bisherigen An- 
schauungen tiber dieses Enzym grundlegend zu verandern. Sie teilten 
mit, daB bei Anwendung von Blut als Enzymmaterial in keiner Weise 
eine dem Verschwinden von Methylglvoxal aquivalente Bildung von 
Milchsaure gegeniibersteht; das gesamte Methylglyoxal soll vielmehr 
explosionsartig’” unauffindbar werden, wahrend die Milchsiurewerte 
erst ganz allmahlich ansteigen und auch nach langerer Zeit nur einen 
Bruchteil der theoretischen Héhe erreichen. Auf Grund eines solchen 
Verhaltens postulieren die Autoren ein Zwischenprodukt, das schnell 
entstehe und langsam in Milchsaure tibergehe. 

In Versuchen mit Blut haben Ariyama und Kobayashi? sowie mit 
anderen Organen Haarmann® Vereits beobachtet. dab fiir den ver- 
brauchten Ketonaldehyd schlieBlich angenaihert die aquivalente Menge 
Milchsaure auftritt, doch haben diese Autoren nichts dariber aus- 
gesagt, ob Ketonaldehydschwund und = Milchsaiureproduktion mit 
gleicher Geschwindigkeit verlaufen. 

Ich habe daher diese wichtige Frage erneut aufgegriffen und habe 
die Aussagen Barrenscheens im Verlauf meiner Versuche nicht zu 


' H. K. Barrenscheen, K. Braun u. M. Drequss, diese Zeitschr. 240. 
381, 19381; H. K. Barrenscheen, K. Scheppach u. J. Claudatus, ebenda 256, 
196, 1932. 


2 N. Ariyama u. Y. Kobayashi, J. of Biochem. 16, 317, 1932. 
3 W. Haarmann, diese Zeitschr. 255, 125, 1932. 
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bestatigen vermocht. In Vorversuchen wurde zunachst festgestellt, da. 


von einem explosionsartigen Verschwinden des zugesetzten Meth, 
glvoxals nicht die Rede sein konnte. 


Ve rsuch 2 
Ansatz A. 2cem defibriniertes frisches Hammelblut, 
13.4 mg Methylglyoxal, 
0.3cem 5°,ige NaHCO,-Lésung. 
Ansatz B. Ebenso, nur ohne Blut. 

Volumen je 5cem. 

Nach 1 Minute wurde Ansatz A nach Schenck enteiweiBt, Ansatz J; 
wurde ebenso behandelt. In aliquoten Teilen der Filtrate wurde das Methy! 
glyoxal gravimetrisch! als Bis-2, 4-di-nitrophenylhydrazon bestimmt. Es 
wurden im Ansatz A 13,4, im Kontrollansatz B 13,l.mg Methylglyvoxa! 
gefunden. 

In weiteren Versuchen wurden Methylglvoxalschwund und Milchsaur 
bildung gleichzeitig verfolgt. 


Versuch 2. 
Ansatz A. 20 ccm frisches defibriniertes Hammelblut, 
5 ,, 0,9°.ige NaCl-Lésung, 
20)... 1,25 ° ,ige NaH CO,-Lésung, 
8 ,, 1,3°,ige Methylglvoxallésung. 
Ansatz B. Ebenso, nur statt Blut 0,9°,ige NaCl-Lésung. 
Ansatz C. Wie Ansatz A, jedoch ohne Methylglyoxal. 

Die Gemische wurden im Thermostaten bei 37° aufbewahrt. Nach 
verschiedenen Zeiten wurden Proben herauspipettiert und sofort nach 
Schenck enteiweiBt. In aliquoten Teilen des Filtrats wurde die Milchsaéur: 
nach Friedemann, Cotonio und Shaffer bestimmt und das Methylglyoxa! 
als Bis-2, 4-di-nitrophenylhydrazon gefallt und gewogen. 

Uber die Resultate gibt die Tabelle und Abb. 1 Auskunft. 


Tabelle I. 





mg Milch- 
x, Methy FOX: ’ mg siure ber. 
mg Methylglyoxal mg Milchséiure gefunden § 


Zeit gefunden Milchsiure aus Methyl- 
korrigiert glvyoxal- 4 
‘ aon ‘ om schwund 

Min. A B A B Cc A A 

0 103,5 103,4 14,4 5,1 5.6 3.7 a= ae - 23 
30 46,9 ~— 70,3 _- 59,8 70,8 11, 
60 18,3 101.3 104,4 4,7 - 94,0 106,3 12.3 
90 2,1 — 126,8 116.5 126.8 1005 
120 0,0 99,4 129.8 43 5,8 119.7 129.4 9.4 


1 Nach E. Simon u. C. Neuberg, diese Zeitschr. 232, 479, 1931. 
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Umsetzung zugetiigten Methylglyoxals durch Blut usw. 215 


Wie ersichtlich, ist hier auch nach | Stunde Methylglyoxal noch 





wachweisbar, zu einer Zeit also, wo bereits tiber 70 der theoretisch 
modglichen Menge Milchsaéure entstanden 

waren. thre Bildung geht dem Methyl- a | 

slyoxalschwund praktisch parallel. Die _ | Oe 
= ; : 120° T ——, 
Hifferenz. die bestehen bleibt, beruht Sy 
zweltellos auf einer Reaktion des Methyl- 0 i al 
glyoxals mit Aminokorpern, auf einer § | 

ahnlichen Erscheinung also, wie sie Neu- & & 

berg und Kobel! beim Methylglyoxal be- = 

schrieben haben und die Girsaviéius? auch Pa —« perechnet 


beim Umsatz von Phenylglyoxal beobachtet —— gefunden 
und ,,Glyoxaffinreaktion** benannt hat. "7 
Dafiir spricht  besonders, dai dieser v 
spezielle Teilschwund (in der Tabelle als 
bezeichnet ) bereits nach 30 Minuten de P ee 7 D0 
facto konstant geworden ist. Minuten 
Mit dialysiertem Muskelextrakt er- Abb. 1 


hielt ich die selben Ergebnisse. Es wurde 

in diesem Falle zugleich untersucht, ob Zufiigung von Acetaldehyd — 
etwa durch gekreuzte Dismutation den Ubergang des Methylglyoxals 
in Milchséure beeinfluBt. 

Die Bestimmung von Methylglyoxal, Milchséiure und Acetaldehyd 
nebeneinander geschah folgendermaBen. In der Apparatur von Friedemann, 
Cotonio und Shaffer wurde zunichst der Acetaldehyd abdestilliert, in Bi- 
sulfitldsung aufgefangen und titriert. Sodann wurde die iibliche Ermittlung 
der Milchséure vorgenommen. Ein anderer Teil der zu untersuchenden 
Léosung wurde direkt mit Bisulfit versetzt und nach halbstiindigem Stehen 
titriert. So wurde die Summe Methylglyoxal — Acetaldehyd erhalten: 
durch Subtraktion des Acetaldehydwertes wurden die Methylglyvoxal- 
zahlen® gewonnen., 

Der Extrakt war nach der Vorschrift von Lohmann? aus Kaninchen- 
muskulatur bereitet und 40 Stunden gegen 0,5°,ige KCl-Lésung dialysiert. 


I "¢ rsuch 2. 


Ansatz. 1l0cem dialysierter Muskelextrakt, 
77mg Methylglvoxal, 
47 ., Acetaldehyd, 
10 .,  Glutathion, 
5cem 5°. ige NaH CO,-Loésung. 


Volumen 65 cem; py 7,80. 


1 C, Newberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 185, 477, 1927; ISS, 197, 1927; 
200, 459, 1928. 

2 JO. Girsavicius, ebenda 269, 282, 1933. 

3 Unter den hier eingehaltenen Bedingungen bindet Methylglyvoxal 
praktisch nur | Molekiil Bisulfit; die Anbringung eines Faktors, wie in der 
Anordnung von Clift und Cook (Biochem. J. 26, 1788. 1932), ertibrigt sich 
somit. 

4 Kk. Lohmann, diese Zeitschr. 264, 332. 1932. 
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Der Ansatz und entsprechende Kontrollen wurden im Brutschran| 


aufbewahrt. Zur Analyse wurden Proben von 10 cem herauspipettiert, di 
nach Schenck enteiweiBt wurden. Die Abb. 2 zeigt den Reaktionsverlau! 


uf — 
Acetaldehyd. 





6 
Minuten 


Abb. 2. 


Acetaldehyd wird, wie ersichtlich, nicht verbraucht, nimmt also an 
der Umsetzung nicht teil. 

UnbeeinfluBt bleibt auch die Entfarbungszeit von Methylenblau durcl 
die gleichzeitig mittels Muskelenzym vollzogene Urmwandlung von Methy!- 
glyoxal in Milchsaure. 


Zusammenfassung. 


Die Angaben von Barrenscheen und Mitarbeitern iiber das Verhalten 
zugesetzten Methylglvoxals gegeniiber Blut und Muskulatur konntei 
nicht bestatigt werden. 
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Der Einflu6 von Fluorid auf die Phosphatasewirkung. 


Von 


Ernst Auhagen und Stefan Grzyeki. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 5, August 1933.) 


Die Frage nach der Identitaét der Phosphatasen verschiedener 
Herkunft ist noch nicht mit Sicherheit entschieden. [Thre Beantwortung 
ist schwer, solange man auf die Verwendung weitgehend gereinigter 
Enzyme verzichten muB. Aus diesem Grunde kénnen auch die im 
folgenden mitzuteilenden Ergebnisse nur als statistisches Material 
gewertet werden. Unsere Befunde lassen sich kurz dahin zusammen- 
fassen, daB Nierenphosphatase durch Natriumfluorid nicht gehemmt 
wird, wahrend bekanntermaben die Phosphatase der Hefe gegen dieses 
Gift sehr empfindlich ist. In diesem Zusammenhange sei an cine Arbeit 
von Rona und Pavlovic! erinnert: sie haben mitgeteilt, daB der Einflub 
des Natriumfluorids wie auch anderer Gifte auf Serum- und Leber- 
lipase einerseits und Pankreaslipase andererseits groBe Unterschiede 
aufweist, die jedoch nach Willstdtter und Memmen? nicht auf einer 
Verschiedenheit des Enzyms beruhen, sondern auf die Begleitstoffe 
zurickzufiihren sind. Ebenso ist nach A. Weyer® der Hemmungs- 
effekt des Natriumfluorids auf die Milchsaurebildung im Muskel vom 
feinheitsgrad des Enzyms abhingig. 


Methodik. 

Als Substrate wendeten wir /-glycerinphosphorsaures Natrium und 
diphosphoglycerinsaures Natrium* an. Die Versuchsmischungen wurden 
in kleinen Schliffst6pselflaschen angesetzt und im Brutschrank bei 37° 
aufbewahrt. Nach verschiedenen Zeiten wurden Proben herauspipettiert, 
mit demselben oder dem halben Volumen 10° iger Trichloressigsiiure 
enteiweiBt und auf 10 cem verdiinnt. Im Filtrat wurden kolorimetrische 
Phosphorbestimmungen vorgenommen. 


Versuche mit Hefe. 
DaB Hefephosphatase durch NaF vergiftet wird, ist bekannt®. Auch 
bei unserer Versuchsanordnung war eine starke Hemmung vorhanden, wie 
die Versuche 1 bis 3 zeigen. 


1 P. Rona u. R. Pavlovic, diese Zeitschr. 184, 108, 1923. 

2 R. Willstdtter u. F. Memmen, H. 188, 241, 1924. 

3 Diese Zeitschr. 198, 139, 1928. 

‘ Selbst dargestellt nach der Vorschritt von H. Jost, H. 165, 171, 1927. 

5° F. Lipmann, diese Zeitschr. 196, 3, 1928; vgl. auch BR. Nilsson, 
Sv. Vet. Akad. Arkiv f. kemi 110A, Nr. 7, 1930. 
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Versuch 1. 





mzycki: 





Ansatz Nr.: 1 
g Trockenhefe . . ae 0,3 
eem 0,032 mol. liphosphoglycerinswures Na* 3 
cem 0,2 mol. NaF ... . igen Gar a 0,6 


to 
w 
+ 


03 0,3 0,3 
‘se 3 abs 


0,6 - ~— 


* Die Lisung war durch Versetzen von freier Siure mit NaOH bis zum Pu 6,4 hes 
gestellt; sie enthielt 2,0 mg P in 1 eem und war frei von anorganischem Phosphat. 


Volumen jedes Ansatzes 6 ccm. 


Verlauf der Dephosphorylierung. 





Ansatz Nr. : 1 2 3 4 Ditferenz1-—2 Ditferenz 3-4 
‘Std. Nhe ia mg P frei i im | Gesamtansatz. 7 re 
0 1,2 1,2 1,2 1,4 0,0 — 0,2 
0,5 1,8 1,8 26 | 24 0,0 0,2 
1 2.0 1,9 28 | 2.5 0,1 0,3 
3 23 2,0 3.6 2.5 0,3 1,1 
24 3,6 3,2 104 | 43 0,4 6,1 


Spaltung nach 24 Stunden ohne Fluorid 


100°, mit Fluorid 7° 


In einer besonderen Probe iiberzeugten wir uns davon, daB unter 


gleichen Bedingungen das Substrat allein keiner 


Versuch 2. 


Spaltung unterlag. 





Ansatz Nr.: 1 2 3 4 
g Trockenhefe 0,3 0,3 0,3 0,3 
ecm 0,047 mol. Na- B- -glycerophosphat * 5 os 5 _ 
ecm 0,2 mol. NaF. 1 1 _ _ 


* Die Lisung enthielt 1,45 mg organischen P in 1 cem und war frei von anorganischem 


Phosphat. 


Volumen jedes Ansatzes 10 cem. 


Verlauf der Dephosphorylierung. 





Ansatz Nr.: 1 2 3 4 Differenz1—2 Differenz 3-4 
Std. mg P frei im Gesamtansatz 
0 0,7 0.8 0,7 0.7 — 0:1 0,0 
0,5 2.1 2.0 2.8 2.6 0,1 0,2 
1 24 2,1 3,3 2.6 03 0,7 
3 2.8 2.3 41 pA 0.5 1,4 
20 4.2 3.4 6,7 3.9 0.8 2.8 


Spaltung nach 20 Stunden ohne Fluorid 39°), mit Fluorid 11° 
Ohne Enzym erlitt das Substrat unter den gleichen Bedingungen keine 
Zersetzung. 
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Versuch 3. 





Ansatz Nr.: 1 2 } 4 5 6 7 8 
cem Hefe-Mazerationssaft . . ... . 1 1 I l l 1 e— 
cem 0,047 mol. Na-glycerophosphat . .  — 4 4 - 4 
cem 0,032 mol. Na-diphosphoglycerat  . —i8 i 8 —| 8 
om Ge mo. Near. 5 6 ee ce LH] - 1 1 — 
OG 6 i ta eww se 6 6 ee ow w 1 SO OR Gee Gs, G2) 65 | 67 


Volumen jedes Ansatzes 10 cem. Zu jedem Ansatz 2 Tropfen Toluol. 


Verlauf der Dephosphorylierung. 





Ansatz Nr.: 1 2 3 4 D 6 7 ® 
Std. iw Minbies : ~ me P frei im Gesamtansatz 
0 2.6 2,7 2,6 2,6 2,4 2,7 0,0 0,0 
4 27 2.7 3,2 2,4 3,8 2,8 0.0 0,9 
20 28 28 388/81 |} 56' 82 00 00 
°% Spalti | = . ‘a . 
%) Spaltung x: - a a 
nach 20 std. | ly ° 47 ’ 


Versuche mit Nierenphosphatase. 


Als Enzymmaterial benutzten wir ein nach Erdtman!' aus frischen 
Schweinenieren bereitetes Trockenpraparat, das wir entweder direkt ode1 
in der etwas reineren Form eines NH,-Extraktes verwendeten. 

Um das pqy-Cptimum der Nierenphosphatase (8,5 bis 9) in den Versuchs- 
gemischen herzustellen, setzten wir Glykokollpuffer nach Sdérensen au. 
(Die Verwendung von Boratpuffer ist fiir die Untersuchung der Fluorid 
vergiftung ungeeignet, da eine Entfernung der Fluorid-ionen unter Bildung 
von Fluorboraten wahrscheinlich ist.) 


Versuch 4. 





Ansatz Nr. 1 2 3 4 
g Nierentrockenpulver*. ........ 0.1 0,1 0.1 O7 
cem 0,032 mol. Na-diphosphoglycerat . . . 5 _ 5 
ee EN ee ee we iw 1 1 
eem Glykokollpuffer, py 89... ..~.~. 2 2 2 2 


* Nach Veraschung mit H.SO4-H.O. wurde der Phosphorgehalt des Trockenpriparats 
zu 0,759) festgestellt. 


Volumen jedes Ansatzes 10 cem. 


1H, Erdtman, H. 172, 182, 1927. 
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Verlauf der Dephosphorylierung. 





Ansatz Nr.: 1 2 3 4 Differenz 1~ 2 Differenz 3 
Std. mg FP frei im Gesamtansatz 
0 0,3 0.3 0.3 0.3 0.0 0,0 
2.5 1,2 0,7 1, 0,7 0,5 0,6 
6 2.1 0.8 2.2 0.8 1,3 1.4 
24* 6.9 0.8 1a 0,8 6,1 6,5 
458 10,8 0,8 10,8 OS 10.0 10.0 


* Nach 24 Stunden Zusatz von je 2 Tropfen Toluol. 


Nach 48 Stunden war der Ester sowohl mit als ohne Fluorid zu 100 


gespalten. In einem besonderen Versuch vergewisserten wir uns, daB ohne 


Enzym unter sonst gleichen Bedingungen kein Phosphat frei wurde. 


Versuch 5. 





Ansatz Nr.: 1 2 3 4 5 6 
g Nierentrockenpulver . . . ‘ Oa | -i 01 0.1 0,1 0,1 
cem 0,047 mol. Na-glycerophospha _ 4 4 4 4 4 
com 0,5 mol. NaF... .. = 04 Of 1,6 4 
cem Glykokollpuffer gn See eer on 2 2 2 2 2 2 
' Volumen jedes Ansatzes 10cem. Zu jedem Ansatz 2 Tropfen Toluol. 


Verlauf der Dephosphorylierung. 





Ansatz Nr.: l 2 3 4 5 6 
Std. mg P frei im Gesamtansatz 
0.5 1,7 1.4 1.4 1.4 1,3 1,3 
3 0,7 4,7 4.5 5.0 5,0 3.6 
24 0,7 6.4 6,3 6.5 6.3 6,2 


Nach 24 Stunden war iiberall vollkommene Spaltung erreicht. Nur 
in Ansatz 6 (0.2 mol. NaF-Konzentration!) war eine gewisse Hemmung 
der Verseifung wahrzunehmen. In einem Versuch ohne Enzym war kein 
anorganisches Phosphat aufgetreten. 


TSE ET ee 


Auch bei Anwendung von Extrakt aus Nierentrockenpulver ergab 








sich, daf& Natriumfluorid ohne Einflu8 auf den Verlauf der Phosphat- 
3 abspaltung war. 
; Versuch 6. 
f Ansatz Nr. : 1 2 3 4 5 6 7 8 
‘ cem Nierenextrakt sista isi sisi ~~} 
q cem 0,032 mol. Na- diphosp hoglye erat 2/;/2j;-— - - 2\|- 
cem 0,047 mol. Na-glycerophosphat . . - 3 yi —|- — 3 
cem Glykokollpuffer . a ae 1 1 1 1 1 1 1 I 
OU Or NOP. ke ee oe fl EP | 2 - 1- —- = 


Volumen jedes Ansatzes 10 ccm. 
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EinfluB von Fluorid auf die Phosphatasewirkung. 


Verlauf der Dephosphorylierung. 





Ansatz Nr.: 1 3 4 5 6 7 8 
‘ Std. ae ‘ mg P frei im Gesamtansatz 
0 24 24 2.4 2,4 2,3 2.3 0,0 0.0 
2 34 3.5 6,5 6.5 2,4 24 0,0 0.0 
6 5,0 5,4 6,9 7,0 aa. | Ba 0,0 0.0 
24 6.5 6,7 69 7.0 yy | 2,7 0.0 0.0 
% Spaltung tain 7 p 
° ie 2E 7 7] y —_ it) ia) 
nach 2 Std. ‘oa . 4 4 


Auffallend ist der Unterschied in der Spaltungsgeschwindigkeit der 
hbeiden Phosphorsdure-ester. Durch Nierenphosphatase wird Glycerin- 
phosphorséure wesentlich schneller verseift: als Diphosphoglycerinsaure. 
Fiir die Hefe fanden wir das umgekehrte Verhalten. Die Hydrolyse dei 
Diphosphoglycerinséure war bei Anwendung von Hefeenzym durch Nak 
starker hemmbar als die Zerlegung der Glycerinphosphorsiure. 

Das lieBe sich vermutungsweise folgendermaBen erkliren: Die Niere 
enthalt hauptsachlich eine Phosphatase, die durch NaF nicht hemmbar ist 
und Glycerinphosphorséure leichter als Diphosphoglycerinsiure angreitt. 
In der Hefe wiirden zwei Phosphatasen zugegen sein, hauptsachlich eine. 
die durch NaF hemmbar ist und Diphosphoglycerinsaure 
hydrolysiert, daneben eine der Nierenphosphatase analoge, die fiir die 
Restspaltung in Gegenwart von NaF verantwortlich ist. 

Wahlt man fiir die Phosphatabspaltung durch Nierenenzyim dasselbe 
pu-Bereich, wie es in den Versuchen mit Hefe hergestellt wurde, so zeigen 
sich beziiglich der Wirkungslosigkeit von NaF die gleichen Ergebnisse 
wie bei py 9. 


vorZugswelse 


Versuch 7. 





Ansatz Nr.: 1 2 3 4 
g Nierentrockenpulver. . .. . . .. 01 0,1 0,1 0.1 
cem 0,032 mol. Na-diphosphoglycerat 5 5 
oom Gomol. NaF .. «1.1. 3 eo 1 1 — 
Volumen jedes Ansatzes 10 cem. py 6.5. 


Verlaut der Dephosphorylierund. 
! / } ! ] 








Ansatz Nr.: 1 2 3 4 
Std. mg P frei im Gesamtansatz 
0 0.3 03 0.3 O39 
24 t5 07 4.5 O7 
% Spaltung | 38 wa 38 


nach 24 Std. 


Fiir die Versuche mit 


Versuche 


der 


mit Takaphosphatase. 


Phosphatase des Aspergillus oryzar 
das Praparat der Firma Sankyo Company, Ltd., Tokyo, verwendet. 
Material wurde jedesmal frisch zu 20° 


in Wasser gelést. 


wurde 
Das 








Kk. Auhagen u. St. Grzaycki. 


Kine Vergiftung der Taka-glycerophosphatase hat Jnow ye! beschrieben 
Nach seinen Angaben hemmt Fluorid in stark saurem Gebiet mehr als be 


weniger saurer Reaktion; infolgedessen nihert sich das py-Optimum de- 


Enzyms bei Zusatz des Giftes dem Neutralpunkt. Unsere Ergebniss: 
decken sich insoweit mit den seinigen, als wir bei pq 9 tiberhaupt Kein: 


Hemmung mehr finden, wihrend NaF bei py 5 einen gewissen Effekt ausiibt. 


Bemerkenswert scheint uns, dali bei dieser Aziditat durch VergréBeruny 
der NakF-Konzentration die Vergiftung nicht starker wird, mit andere: 
Worten, daB das restliche Dephosphorylierungsvermégen bei der Fluorid 
konzentration 0,02 bis 0.15 mol. das gleiche bleibt. 

Das lieBe sich vielleicht so deuten, dab auch die Takaphosphatase zwe 
verschiedene Phosphatasen enthalt, eine fluoridempfindliche von optimale: 
Kraft im sauren Gebiet und eine gegen Fluorid widerstandsfahige mit seh: 
breitem Wirksamkeitsbereich; ihr ware das gesamte Dephosphorylierungs 
vermégen des Takaenzyms im alkalischen Gebiet und die durch Fluorid 
zugabe nicht beeinfluBte Betatigung im sauren Gebiet zuzuschreiben. 


Versuch 8. 








Ausatz Nr.: 1 2 3 q 5 6 7 8 9 10, 1 


cem 20% ige ,Takadiastase* 0,5 05 O50 0.5 0,5 0,5 0,5 0.5 0.5 — 
cem 0,047 mol. Na-glycero- 





° | eer eee 2 2 2 $212 |2 /2 2; 2 
cem Glykokollpuffer py 9. . 2 2 s iz - — - 2 
com Acetatpuffer pg 4,6... — - 2i2i2 {2 —|2 
ccm 0,5 mol. NaF... ..) — Of 1 3 —— |(94/ 1 3 — 
Pu des Gemisches .... . 84 5,1 

Volumen jedes Ansatzes 10 cem. 
Verlauf der Dephosphorylierung. 
Ansatz Nr.: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1! 
Std. - mg P frei im Gesamtansatz 
0.5 25124125 | 25 | 38 | 28 | 25 | 25 | 24 | 0,0 | 0,0 
3.5 81 84) 84) 381) 47 | 33) 35 | 34/125} 0,0 | 00 
20 5.0 | 6&0 !5.0'!50'153 58) 538 | 52 | 25) 0.0 | 0,0 


' K. Inouye, J. Biochem. 7, 433, 1927; 10, 395, 1929. 
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Uber die Teilfermente der Myrosinase. 


Von 
Carl Neuberg und Otto von Schoenebeck. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Wie bereits kurz mitgeteilt! ist, gelingt eine Aufteilung der MW yro- 
sinase. Dieses Senfélglucoside zerlegende Ferment spaltet die Substrate 
in Zucker, Senf6l und Schwefelsiure. Bei derartigen komplexen Enzym- 
vorgingen muff man ein Zusammenspiel der als Myrosinase wirkenden 
Agenzien annehmen, so daB ,,Myrosinase” nichts anderes mehr bedeutet 
als etwa ,,Emulsin* in seiner Beziehung zum Amygdalin oder ,,.Zvmase’’, 
als Sammelbegriff fiir desmolytische Systeme. Schon damals haben 
wir angegeben', daB man durch Adsorptionsmittel die Verteilung der 
Komponenten Sulfatase und Thioglucosidase andern sowie Praparate 


gewinnen kann, die wenigstens in der untersuchten erheblichen 
Zeitspanne von 24 Stunden nur sulfatatische Hydrolyse bewirken: 


nach langerer Dauer tritt noch Thioglucosidase in Tatigkeit, waihrend 
bei der ungereinigten Enzymlésung beide Effekte in 2 Stunden. sich 
in hohem Mabe offenbaren. 

Im folgenden sei die Methodik beschrieben, die zu den bisherigen 
Resultaten gefiihrt hat, sowie eine Definition der Einheiten nebst einer 
Ubersicht iiber die Feststellungen gegeben. 

Von den in der Enzvmchemie verwendeten Adsorbenzien haben sich 
im vorliegenden Falle bewahrt: Kaolin, Eisenhydroxyvd, Tonerde x. 
Tonerde y, Tonerde A, B und D, sowie Osmosil. Als Fallungsmitte! 
fiir die Sulfatase sind Quecksilberacetat und Bleiphosphat brauchbar: 
aus den erzeugten Niederschligen kann die Sulfatase wieder in Freiheit 


LC, Neuberg u. O. v. Schoenebeck, Naturwiss. 21. 404, 19383; dort auch 
die in Betracht kommende Literatur tiber Myrosinase und Sulfatasen sowie 
iiber die Adsorptionsmittel. 











224 C. Neuberg u. O. von Schoenebeck : 
gesetzt werden. Die Vorteile, die jeweils die verschiedenen Mittel bieten 
sind aus dem experimentellen Teil zu ersehen. Es ist gelungen, aw: 
Roh-myrosinase ein Ferment zu bereiten, das innerhalb 24 Stunde) 
Sinigrin zu 80°, sulfatatisch zerlegt, ohne daB Senfél thioglucosidatisc/ 
aus dem Substrat losgelést wird. Es war ferner méglich, das urspriinglich: 
Verhaltnis zwischen beiden Fermenten, das fiir eine 24stiindige Ein 
wirkungsdauer durch den Quotienten 3:2 gekennzeichnet ist, so zu 
verandern, daB es in dieser Frist ohne sulfatatische Wirkung Sinigrin 
noch zu 20%, zerlegt. 

Zur Vornahme dieser Untersuchungen, die eine Vorarbeit fiir das 
vertiefte Studium der komplexen desmolytischen Enzyme darstellen, 
wurden uns Mittel von der Rockefeller-Foundation gewahrt; wir danken 
ihr vielmals fiir die zuteil gewordene Unterstiitzung. 


Methodik. 


Der Eintritt der sulfatatischen Hydrolyse wird nach einer friiher 
angegebenen Vorschrift! durch Analyse der in organischer Bindung vei 
bliebenen Schwefelsaéure ermittelt. Die thioglucosidatische Zerlegunyg 
stellten wir fest nach einem auf eine Angabe von J. Gadamer zuriickgehendei 
Verfahren, das wir zu einer Mikrobestimmung umgestaltet haben. 

Zu dieser Senfdlbestimmung wurde eine normale Mikro-Kjeldahl- 
Apparatur benutzt. 

Durch den Ansatz fiillten wir die Versuchsprobe ein, gaben etwas Alkoho! 
zu und schlossen die Dampfleitung an, nachdem die Verbindung mit de 
Vorlage vorgenommen war, die 20cem m/100 AgNO,-Lésung und eine 
entsprechende Ammoniakmenge enthielt. Nach Beendigung der Wasser 
dampfdestillation wurde die Vorlage entfernt und auf dem = siedenden 
Wasserbad so lange erhitzt. bis sich das Ag,S gut abgesetzt hatte. Hieraut 
spite man die ganze Fliissigkeit quantitativ in einen 100-cem-MeBkolben, 
kiihlte ab, fiillte bis zur Marke auf und pipettierte jeweils Proben zu 10,0 ccm 
ab, die mit m/100 Ammoniumrhodanidlésung und Eisenammoniumalaun 
als Indikator aus einer Mikrobiirette zuriicktitriert wurden. 


Ergebnisse der Methodik. 


GemaB den Belegen der Tabelle sind mit Allylsenf6l + Spiritus sowie 
mit Sinigrin, dessen Endspaltung mit Myrosinase bestimmt wurde, Werte e1 
halten, die sowohl untereinander als auch mit der Theorie gut tibereinstimmen. 





, Angewandt Gefunden 
Substanz 

mg mg 
Allylsenfél 49,2 $9.5 
‘ 4,9 4,7 
* 4.9 5.1 
- 4.9 5,9 
Sinigrin 31.1 —> 


' OC, Neuberg u. K. Kurono, diese Zeitschr. 140, 295, 1923; C. Neuherg 
. J. Wagner. ebenda 161, 492, 1925. 
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Teilfermente der Myrosinase. 225 
°. emer Abgabe 


Letztere entsprechen bei einer Endspaltung von 72 
r den gleichen Be 


on 5,3 mg Allylsenfol. Bei drei Analysen wurde unte 
lingungen gefunden: 


5,4mg Allylsenfél — 73°, Spaltung 


5.3 . a 42° 
5,4 .. = ct Sy 
Ansdtze. 


Bei allen in dieser Arbeit erwahnten Versuchen wurden bei den Sulfatase- 
bestimmungen Ansatze von 40 cem, bei den Thioglucosidase-bestimmungen 
soleche von 20 cem verwendet. 

In 40 ccm Ansatz waren enthalten: 

124.6 mg Sinigrin, 
240.0 ., BaCO,, 
0,3 cem Toluol, 
3.0 ,,. Myrosinaselésung. 
Sie entsprechen in der Versuchsprobe von 10 cem 7,4 mg Senfél bei 100° iger 
Spaltung. Wenn das Sinigrin zu 100°, sulfatatisch ungespalten bleibt, so 
findet man 17,5mg BaSQ,. 
Einheiten. 

Als Sulfatase - vergleichseinheit sei diejenige Enzymmenge_ be- 
zeichnet, die unter optimalen Bedingungen (bei py 7,0 in Gegen- 
wart von BaCQO,) 124.6 mg Sinigrin im Volumen von 40 com Wasser 
in 1 Stunde bei 40° zu 45°, zerlegt (berechnet auf die abspaltbare 
Schwefelsaure); das bedeutet eine Abnahme von 7,89mg BaSO, 
in der Versuchsprobe. 

Tabelle I. (Vgl. Abb. 1.) 





Enzymmenge 


in je 40 ccm 0,5 eem 1,0 eem 2,0 ecem 3.0 cem 
Ansatz 

Zeit BaSO, = Spalt. BaSO, = Spalt. BaSO, Spalt. BaSO, = Spalt. 

Std. mg Vo mg 0! mg 0, mg 
0 18,2 _ 18,4 —- 18.6 — 17.8 = 
1 17,7 3 16.8 +] 14,8 20 8,0 45 
2 16.6 9 14.0 23 10,0 46 1.7 95 
3 15,7 14 12,4 34 6,3 66 (0,0 190) 


Als Thioglucosidase-vergleichseinheit sei diejenige Enzymmenge 
vereinbart, die unter optimalen Verhiltnissen (bei py = 7,0 in An- 
wesenheit von BaCQ,) 62,3 mg Sinigrin im Volumen von 20 cem in 
1 Stunde bei 40° zu 35°, (berechnet auf das abspaltbare Senfél) 
hydrolysiert; das bedeutet eine Zunahme von 2,6 mg Senfdl. 


Biochemische Zeitschrift Band 265. 15 











C. Neuberg u. O. von Schoenebeck: 


Tabelle Il. (Vgl. Abb. 2.) 





Enzymmenge 









in je 20 cem 1,5 cem 1,5 cem 1,5 com 15 cem 1,5 ccm 
Ansatz 
Zeit Senf6l |Spalt. Senfél Spalt.) Senfél Spalt.. Senfél Spalt. Senfol Spatlr 
Std. mg 5 mg 0'5 mg lo mg O/o mg 
0 0.4 0.4 0.4 - 0.4 _ 0,5 - 
ly iy | 6.) - ea ee oe ope 
1 - — | 80 | 85 rae ape 
2 5.8 73 _ — 
1 = -\|- — | 67 | 72) — | - 
S — _ - 5.9 73 
W0 
H 
8 a 
0 0 
& xs 
EE. Sv 
W s Ww 
4S 
Bi SV : 
a a 4 
0 . H 
, 0 
= n a - _ 
1 2 : 3 ioe ss et ss SF F 
Suffatase- Thioglucosidase- ~ 
einheit Stunden he Stunden 
Abb. 1. Abb, 2. 


Enzymmaterial. 


. 


Die Gewinnung des Enzymmaterials Myrosinase geschah nach 
einer Vorschrift von G. Neuberg und J. Wagner! durch Extraktion von 
weibem Senfsamen mit Wasser, Fallen des Ferments mit 90° ,igem 
Weingeist und Waschen des Sediments mit 70°,igem Alkohol. Hervoi 
zuheben ist, da durch mehrmaliges Waschen aktivere Praparat: 
gewonnen wurden. SchlieBlich wurde der vorhandene Riickstand mit 
Wasser ausgezogen. 


Die Wasserstoffionenkonzentration betrug etwa_ 5,5. Durch 
Stehen der Enzymlésung bei saurem px schied sich ein Niederschlay 
(PflanzeneiweiB) ab; nach etwa zehntaigiger Aufbewahrung war di 
Fermentlésung vollstindig klar und hatte damit auch einen konstante) 
Endwert ihrer Wirkung erreicht. 


Die folgende Tabelle veranschaulicht die Zunahme des Wirkung- 
wertes der einzelnen Priiparate nach lingerem Lagern bei ihrem natu! 
lichen px 5,5 bis zu einem gleichbleibenden Endwert. 


' C. Neuberg u. J. Wagner, diese Zeitschr. 174, 457, 1926. 
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Tabelle IL. 





Priifung nach Einheiten in 10 ccm Lésung 
Nr. * ; Thio- Sediment 
Tagen Wochen Sulfatase glucosidase 
I 5 - 0,29 0,20 
-— 4 1,49 3.40 einmal gewaschen 
—_ S 1,40 3.40 j 
I 5 - 0,44 0,20 
10 - 0,94 0.34 | 
15 - 3,33 2.60 ( dreimal 
26 — 4,77 2,60 
— 4 4,77 2,60 
Ill 5 . 0,38 0,34 | 
-- 4 3,33 6,66 | . . 
IV 5 - 1,27 0.40 l 
2 3,33 6.66 - * 
16 3,33 6,66 
7 — 4 3,33 6.66 . a 
VI ; 4 6,20 13,26 e n 


Man bemerkt, daB durch mehrmaliges Waschen gréBere Sulfatase- 
wirkung zu erreichen war. Bei Praparat VI wurde die gleiche Menge 
Sediment mit der doppelten Menge Wasser ausgezogen.  Dabei ver- 
doppelte sich auch der Gehalt an Einheiten. 

Die verwendeten Praparate zeigten eine wesentlich héhere Spaltungs- 
geschwindigkeit als die in der Literatur beschriebenen (WV. Sandberg, 


J. Wagner). 





Zeit Sulfatase Thioglucosidase Sulfatase Thioglucosidase 
Std. 9/5 09 0', 0/0 
1 20 60 45 35 
2 “= a 100 70 
28 10) 63 
24 100 ( Wagner) 


Bestandigkeit bei verschiedenem py. 
Wie schon Tabelle III lehrt, erlitten die wasserigen Ausziige, 
wenn sie bei ihrem natiirlichen py = 5,5 aufbewahrt blieben, auch nach 


1o* 








langer Zeit (z. B. 16 Wochen) keine Minderung ihrer enzymatischey 


(. Neuberg u. O. von Schoenebeck : 





Wirksamkeit. Erst bei einem Wasserstoffionenwert unterhalb py — 3. 


trat eine fast vollstandige Schadigung der Thioglucosidase ein, wahrend 
die Sulfatase sowohl nach 4- als auch nach 20stiindiger Einwirkung 
die gleiche, etwa 50°%,ige Schadigung aufwies. Bei stark alkalischem p, 
blieb die Thioglucosidase unbeeinfluBt, wahrend die Sulfatase erheblic!, 


beeintrichtigt wurde. 








testindigkeit bei 


PH Zimmertemperatur 
Do 
10,3 20 

2.4 + 

2.5 20 


Nach Std. 


Spaltung in © 


Sulfatase Thioglucosidase 


100 60 
42 AD 
45 5 
30 7 


Temperaturabhdangigkeit. 


Durch Erhitzen der Myrosinase erfolgte eine Inaktivierung beide: 
Fermentwirkungen, wobei die Thioglucosidase sich durch eine gréBere 


Bestandigkeit auszeichnete. 





Bestindigkeit bei 


oe 7 Zeit 
65 15 Min. 
65 3 Std. 


Nach Std. 


5 
24 
24 
24 


Dialyse A 


Spaltung in ©, 


Sulfatase Thioglucosidase 


100 me 
5D 

G2 20 
0 20 


Durch zweitégiges Dialysieren der Myrosinaselésung gegen Wasset 


sowohl in Fischblasen als in selbstbereiteten Kollodiumhilsen konnte 


keinerlei Anderung des Komponentenverhaltnisses beobachtet werden 





Zeit 


Std. 


Dialysiert 


Spaltung in ° 


Sulfatase Thioglucosidase 
100 
60 
100 tau 
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Darstellung von Trockenprdparaten. 

Fir die Herstellung von Trockenpraparaten (vgl. zuvor S. 226) 
dienten wiisserige Ausziige aus Senfsamen, die das Sinigrin kraftig zu 
spalten vermochten. Zur Fallung wurde in den Extrakten mit geringen 
Mengen Essigsiure oder Ammoniak das gewiinschte py hergestellt; 
sodann wurde mit dem gleichen Volumen einer Alkohol-Ather-mischung 
(1:1) und mit dem gleichen Volumen Aceton versetzt. Nach kurzem 
Stehen wurde der Niederschlag abzentrifugiert und mit Alkohol sowie 
Ather gewaschen. 

Wie aus der Tabelle unter Beriicksichtigung der urspringlichen 
Wirksamkeit der angewendeten Fermentlésung hervorgeht, war hier 
keine Verschiebung des Gleichgewichtes zugunsten eines der ‘Teil- 
enzyme Sulfatase oder Thioglucosidase zu beobachten. 





Fallungs- Ausbeute bezogen Zeit Spaltung in © Zeit Spaltung in 
PH auf leem in mg Std. Sulfatase Std Thioglucosidase 
= 3 109 24 60 
5,6 3,5 5 100 24 53 
37 34 24 95 24 a) 

3.5 aS 24 3 24 13 
10,0 2.6 24 5 24 () 


Allgemeines zur Absorptionsmethodik. 

Zur Adsorption dienten wiisserige Ausziige von Myrosinase, dic 
sulfatatisch Sinigrin 100°,ig in etwa 2 Stunden und glucosidatisch 
zu 60 bis 70°, inetwa 3 Stunden zu spalten vermochten. Die Myrosinase- 
losung sowie das Adsorptionsmittel wurden mit Essigsaure oder Ammo- 
niak auf das gewiinschte py gebracht. Hierauf wurde unter kraftigem 
Rihren das Adsorptionsmittel in die Fermentlésung eingetragen. 
Werden keine besonderen Angaben gemacht, so wurde bei Zimmer- 
temperatur adsorbiert. Da sich keinerlei Unterschiede bei langerer 
oder kiirzerer Einwirkung des Adsorptionsmittels zeigten, so wurde 
immer, ohne zu warten, zentrifugiert, das Sediment nach Abgieben 
der Restlisung gewaschen und mit den entsprechenden Elutions- 
mitteln behandelt. Die Restlésung und das Eluat wurden nach dem 
AbgieBen vom Riickstand sofort neutralisiert und im Eisschrank 
bis zur Bestimmung ihrer enzymatischen Wirksamkeit aufbewahrt. 


Adsorption. 
In den Tabellen ITV und V_ werden alle Versuchsergebnisse in 
Einheiten angegeben. In der Anordnung der Tabellen wird zuerst der 
Gehalt an Einheiten der verwendeten Myrosinaselésung (Sulfatase- 
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232 C. Neuberg u. O. von Schoenebeck : 


Einheit — Su-E., Thioglucosidase-Einheit — Glu-E.) angefiihrt. kK 
folgen Daten iiber die angewendeten Milligramm Adsorptionsmitt: 
sowie das px, bei dem die Adsorption stattgefunden hat. Bei de; 
Elutionen sind neben den Einheiten die Elutionsmittel sowie die Wasse1 
stoffionenkonzentration wihrend der Elution verzeichnet. Als Elution- 
mittel dienten m l5 see, Na-Phosphat nach Serensen, m/15_ primare- 
K-Phosphat nach Serensen mit Glycerin 3:1, ferner 0,016n NH, 
und m2 Natriumcarbonat und m/2 Natriumbicarbonat 1:1. Fi 
alle Versuche konnte  festgestellt werden, dab Phosphatlésunge: 
den Vorzug verdienen. Durch Verlangerung der Elutionszeit wurde), 
keine besseren Ausbeuten erzielt. Die Elutionsdauer betrug durch 
schnittlich 1 bis 2 Stunden. 


Adsorptionsversuche mit Kaolin. 


Praparat der Firma Frankel und Landau, Berlin, das nach den iibliche: 
Methoden mit konzentrierter Salzsiure gereinigt wurde. 


Zur Bericksichtigung des Verdiinnungsgrades wurde jedesma! 
5 fad d 


die Absorptionslésung auf das gleiche Volumen aufgefiillt; in diesem 


Falle auf 25 cem. 

Durch Adsorption mit Kaolin gelingt es, wie aus der Tabelle I\ 
hervorgeht, das Gleichgewicht der Myrosinasekomponenten sehr zu 
gunsten der Sulfatase zu verschieben. Unter den giinstigsten Be- 
dingungen, d.h. bei pu — 2,7 bis 4,4, verschwand die Thioglucosidas 
zu etwa 95°, wihrend die Sulfatase gar nicht (Versuch 4) oder nui 
wenig (z. B. zu 26% in Versuch 3) adsorbiert wurde. In Versuch 4 wai 
gleichzeitig eine Anreicherung wahrzunehmen, dic wohl auf Adsorption 
vorhandener Hemmungskoérper hindeutet. Unterhalb py 2,7 sowie 
im alkalischen Bereich (px = 10,5) zeigen die beiden Komponenten 
angenaihert gleiches Verhalten. Vorreinigung der Enzymlésung sowie 
Erhéhung der Kaolinmenge brachte keinen Vorteil. 


In Ansatz 12 versuchten wir, durch Nachadsorption mit Tonerde A 
die thioglucosidatische Wirkung vollstandig auszuschalten. — Die 
Elutionen der Kaolinadsorbate besaBen jedoch iiberhaupt nur 
schwache Wirkungen. Mit einer Ausnahme (Versuch 3) ist auch be! 
der Elution das Verhaltnis stets zugunsten der Sulfatase verschoben 
nur in Ansatz 3 wurde eine reine, wenn auch schwache thiogluco- 
sidatische Wirkung erzielt. 


Adsorptionsversuche mit verschieden onerde-prdparaten. 
{dsorpt he mit verschiedenen T le-prdparater 


Alle benutzten Materialien wurden nach den Vorschriften von R. Will- 
stdtter und H. Kraut dargestellt und auf ihre Einheitlichkeit nach Vorschrift 
gepriift. 





Teilfermente der Myrosinase. 


Bei den Versuchen 9 und 11 wurde eine schon oben (s. S. 227, 
Vraparat VI) beschriebene, sehr aktive Mvyrosinaselésung verwendet. 
Wie aus Tabelle V zu ersehen ist, adsorbieren alle Tonerdepraparate 
die Sulfatase und Thioglucosidase bis auf geringe Unterschiede (Ver- 
suche 6, 7, 9) in gleicher Weise. 

Bei den Eluaten lassen sich die Verhaltnisse klarer ausdriicken, 
wenn man die Prozente der aus den Tonerdesedimenten tatsachlich 
eluierten Einheiten zugrunde legt. So lieB sich im Versuch 1 durch 
zweimalige Elution mit sekundirem Natriumphosphat das bei der 
ersten Elution erreichte Verhaltnis von Sulfatase zu Thioglucosidase 
(29:3°,) in der Nachelution verschieben, so daB nur noch reine 
sulfatatische Wirkung innerhalb einer 24stiindigen Einwirkung wahr- 
zunehmen war. 

In den Eluaten der Versuche 5 und 8 betrugen die Prozentzahlen 
Sulfatase zu Thioglucosidase im ersten Falle 32: 9°, im zweiten Falle 
92:10°,. In Versuch 11 konnte eine Anreicherung der Thioglucosidase 
(18: 31°) beobachtet werden. 


Fdllungsversuche mit Quecksilberacetat, Bleiacetat, Bleiphosphat. 


Zur Methodik der in Tabelle VI angefiihrten Ansatze ist zu sagen, 
daB bei den Versuchen mit HgA (Quecksilberacetat) und PbA (Blei- 


acetat) sowohl die Restlésungen als die Elutionen jedesmal auf einen 
CUherschuB an Hg- oder Pb-Ionen untersucht wurden, die bei einem 
positiven Ausfall der Reaktionen wie gewohnlich mit Schwefelwasser- 
stoff zu entfernen sind; der Schwefelwasserstoff wurde nachtraglich 
im Vakuum ausgetrieben. 

Den bei den Versuchen 5 und 7 und I. und I]. angegebenen 
Spaltungsergebnissen in Einheiten der Restlésung und Elution liegt 
folgende Darstellung zugrunde. 

Unter I. sind die Einheiten der Restlésung nach der Fallung mit 
der unter I. angegebenen Menge Quecksilberacetat, sowie dic Einheiten 
der Eluate des mit der Quecksilbermenge |. erhaltenen Niederschlages 
verzeichnet. Analog bei der Fillung II. 

Bei den Versuchen 9, 10, 11, 13 wurde nur das Endergebnis der 
beiden Fallungen gemessen, wihrend die beiden Niederschlage getrennt 
eluiert wurden. In Versuch 15 wurde die Restlésung nach der Fillung 
mit Bleiacetat und Nachadsorption mit Kaolin ausgewertet.  Eluiert 
wurde nur das Kaolin-adsorbat. 

Bei Versuch 16 wurde die Myrosinaselésung mit der vorher auf 
Bleiacetat eingestellten Menge einbasischen =Ammoniumphosphats 
versetzt und hierauf das Bleiphosphat in der Enzymldsung ausgefallt. 
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Teilfermente der Myrosinase. 235 
Zu den mit einem Stern versehenen Versuchen (5 und %) dienten wieder 
durch Fallung mit absolutem Alkohol vorgereinigte Enzympriparate, 
wie bei Tabelle IV. 


a 


Ergebnisse. 


Wasse 7 


Wahrend bei allen in der Tabelle VI angegebenen Adsorptions- 
versuchen Sulfatase wie Thioglucosidase mit kleinen Unterschieden 
die gleiche Affinitat zum Adsorbens zeigten, gelang es, durch Elution 
: in einer Reihe von Versuchen (2, 3, 4, 8, 15) eine reine sulfatatische 
z Spaltung des Sinigrins zu erzielen, ohne daB (nach 24 Stunden) eine 
= thioglucosidatische Hydrolyse bemerkbar war. In anderen Versuchen 





S2esece y = 
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Ads rptionsversuche mit Eisenh ydrow yd. 





Benutzt wurden Praparate nach Wiollstdtter und Waldschmidt-Leitz 
und kaufliches Material von Schering. 


5 
 % = a : ° , . ’ : 
P fand bei der Elution eine eindeutige Verschiebung zugunsten der 
- = sulfatatischen Komponente statt. 
i= Zur besseren Erlaiuterung sollen hier die Prozentzahlen der tat- 
= sichlich eluierten Einheiten angegeben werden. 
= & 
, O Versuch Sulfatase Thioglucosidase 
< Nr. 0g 0 
D 
a a Bs = ? : 
t= 5, 39 6 
E = 7, 47 9 
Bs * 
3 52 9, 40 v 
ate’ = 
bes 11, 11 3 
P 6 Yt , 
a 14 32 14 
2 16 45 2 
F 
~s 





PTaet 


Bei der durch die saure Reaktion der kauflichen Eisenhydroxyd- 
losungen bedingten Wasserstoffionenkonzentration waren nur geringe 


caer 
Myrosinaselésung 


¥ Ausbeuten an beiden Enzymen zu verzeichnen. In Versuch 6 und 7 
= waren die Ertrige besser, jedoch zeigte auch hier (Versuch 6) die 
x Sulfatase gréBere Affinitat zum Adsorbens. 


indem 


Bei den Eluaten der Ansatze 1 (Verhaltnis Prozent Sulfatase : Pro- 
zent Thioglucosidase — 4: 10) und Ansatz 7 (Quotient Su: Glu — 18:31) 
ist Thioglucosidase angereichert, wahrend in Versuch 6 die gute Ausbeute 
an Sulfatase-einheiten zutage tritt. Die mit Kisenhydroxyd nach Will- 
stdtter und Waldschmidt-Leitz durchgefiihrten Versuche 4 und 7 passen 
sich in ihrem Adsorptionsverhalten in stark saurem Medium den vorher 
erwihnten mit Eisenhydroxyd Schering an (Versuch 4). Versuch 7 
weist wohl auf die gréBere Wirksamkeit des Adsorbens hin, jedoch 
ist eine Trennung der Fermente nicht gelungen. 
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Uber die Einwirkung 
von Aminosiuren auf den Alkoholgehalt des Blutes. 


Von 
Erik M. P. Widmark. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut in Lund.) 
(Eingegangen am 14. August 1933.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Bekanntlich gibt Alkohol, zusammen mit Nahrung eingenommen, 
eine niedrigere Konzentration im Blute, als wenn er auf leeren Magen 
eingenommen wird. Dies beruht nach Southgate! nicht nur auf einer 
verzégerten Resorption, sondern ein Teil des zusammen mit der Nahrung 
eingenommenen Alkohols erscheint niemals als Alkohol im Blute. Ich 
habe die Angaben Southgates durch eigene Versuche bekraftigt, dab 
namlich das Verschwinden nicht durch die Einwirkung der Enzyme oder 
Mikroorganismen des Darminhaltes erfolgt. Der Verlust entsteht 
in Zusammenhang mit der Resorption. Wahrend meiner systematischen 
Untersuchungen tiber den EinfluB verschiedener Nahrungsbestand- 
teile habe ich gefunden, daB die Hauptursache des Verschwindens des 
Alkohols dem EiweiB zuzuschreiben ist, wahrend Kohlenhydrate und 
Neutralfett keine sicheren Effekte zeigen. Es hat sich nun bei der naheren 
Analyse ergeben, daB die Wirkung der Proteine auch durch ihre Bau- 
steine, die Aminoséuren, hervortritt. Glykokoll und Alanin, die beiden 
Aminosduren, die bisher gepriift sind, driicken erheblich den Alkohol- 
gehalt des Blutes herunter, wenn man einige Gramm davon in dem Alkohol- 
getrink auflést. Diese eigentiimliche und iiberraschende Erscheinung 
geht aus den folgenden Versuchen hervor: 


! Biochem. J. 19, 737, 1926. 


Biochemische Zeitschrift Band 265. 16 














238 E. M. P. Widmark: 


Versuch 22. 


Der Hund ,,Kling** hatte Dezember 1932 die folgenden Konstante: 
p 18,2, r = 0,76 und £ = 0,0016, pr = 13,8*. 


Am 11. Januar 1933 erhalt er nach I6stiindigem Fasten eine Lésuny 


von 15,8 g Athylalkohol und 25g Glykokoll in 200 cem Wasser. 





Zeit in Min. Alkoholkonzentration Zeit in Min. Alkoholkonzentratio 
nach der Einnahme des Blutes in °/»o nach der Einnahme des Blutes in ©/o, 
36 0,49 210 0,49 
60 0,56 270 0,37 
90 0,71 330 0,20 
160 0,56 392 0,11 





Cy (ber.) 1,14, ¢, (gef.) = 0,90, BP = 0,0020. 


Versuch 38. 
Derselbe Hund hatte am 17. Februar die folgenden Konstanten 
p = 18,4, r = 0,71 und £ = 0,0020, pr 13,1. 


Am 20. Februar erhilt er 15,8 g Athylalkohol und 10g Alanin in 
150 cem Wasser. 





Zeit in Min. Alkoholkonzentration Zeit in Min. Alkoholkonzentration 
nach der Einnahme des Blutes in °/o5 nach der Einnahme des Blutes in ° 
o 
32 0,52 214 0,61 
60 0,87 274 0,51 
99 0,84 328 0.43 
156 0,70 388 0,53 





Cy (ber.) 1.21, ¢y (gef.) 0,95, Pf = 00,0016, 





0 700 200. 300 min ¥00 0 100 200 300 min ¥00 
Abb. 1. Abb. 2. 
Alkohol und Glykokoll. Alkohol und Alanin. 


Die Versuche sind in Abb. 1 und 2 graphisch wiedergegeben. Die oberen 
Linien zeigen den Alkoholgehalt des Blutes, der in der postresorptiven 


* Uber die Bedeutung der Konstanten siehe Widmark: Die theoreti- 
schen Grundlagen und die praktische Verwendbarkeit der gerichtlich- 
medizinischen Alkoholbestimmung. Urban u. Schwarzenberg, 1932. 
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awirkung von Aminoséuren auf den Alkoholgehalt des Blutes. P39 


riode vorhanden ware, wenn die gegebene Alkoholmenge auf leeren 
agen verabfolgt ware. Diese Linie ist gemal} dem Ausdruck 


A pr (cq + pt) 


wrechnet, wo A eingegebene Alkoholmenge in Gramm, p Kérper- 
ewicht in Kilogramm, ¢ Konzentration des Blutes zur Zeit ¢ in ° 4, 


und £ individuelle Konstanten des Tieres sind. 

Die untere Linie ist die bei Glykokoll- bzw. Alaninzusatz gefundene. 

Durch Vergleich der extrapolierten Werte von ¢ bei ¢ 0 ergibt sich 
die von der Aminosaure hervorgerufene Senkung der Alkoholkonzentration, 
wobei der EinfluB der Resorptionszeit eliminiert ist: 

Senkung in Versuch 22: 1,14 — 0.90 = 0,24 23%. 
on » » 38: 1,21 — 0,95 = 0,26 = 21% *. 

Die Menge Alkohol, die durch Einwirkung der Aminoséauren aus dem 
Organismus verschwindet, ist somit 21°,, von 15,8 3.3 ¢ in beiden Ver- 
suchen. 

Zwei ahnliche Versuche mit Glykokoll haben Verluste von 5,2 g¢ (Ver- 
such 48) bzw. 4.7 g (Versuch 53) gezeigt. 

Aus den angefiihrten Versuchen und aus weiteren Untersuchungen 
geht betreffs dieser Einwirkung der Aminosiuren hervor, da der 
ProzeB sich vollstandig und ausschlieBlich wahrend der Resorptions- 
periode abspielt. Schon innerhalb 85 bzw. 60 Minuten nach der Kon- 
sumption ist in den beiden Versuchen das Verschwinden des Alkohols 
durch die Saéurewirkung beendet. In der postresorptiven Periode 
folgt die Konzentrationssenkung dem geradlinigen Verlauf, welcher 
fir den normalen Alkoholumsatz charakteristisch ist. Demnach mu 
angenommen werden, daB die Aminosiure entweder im Darmepithel 
oder in der Leber ihre Wirkung entfaltet, wo wahrend der Resorption 
eine hohe Alkoholkonzentration herrscht. Besondere Versuche haben 
gezeigt, daB Nahrungseinnahme nach der Resorption des Alkohols 
keine Wirkung hat. 

Cher die Natur dieses Verlaufs kann vorlaufig nichts mit Sicherheit 
gesagt werden. Es ist am nachsten anzunehmen, da es sich um cine 
chemische Reaktion zwischen Alkohol und Saure handelt. Der Gedanke 
an eine Esterbildung tritt in den Vordergrund. Es mu jedoch hervor- 
gehoben werden, daB die Untersuchungen noch nicht so weit geftihrt 
sind, daB wir die Reaktionsprodukte direkt nachgewiesen haben. 
Sicher befindet sich kein Glykokollester im Blute des Tieres. Ware 
ein solcher vorhanden, so miiBte man némlich bei der Alkoholbestimmung 
von alkalisch gemachtem Blut héhere Werte bekommen als ohne 


* Die beiden geraden Linien in Versuch 38 verlaufen nicht parallel, 
weil die Umsetzung des Alkohols von Tag zu Tag etwas variiert. /) war 
am 17. Februar 0.0020, aber am 20. Februar 0,0016. Dies ist eine Er- 
scheinung,. die nichts mit der Eingabe von Alanin zu tun hat. 


16* 











240 EK. M. P. Widmark. 


Alkalizusatz, weil der Ester, wie die Versuche zeigen, dabei vollstand y 
hydrolysiert wird. Solche héheren Werte bekommt man aber niema! 

Der Nachweis dieses Effektes der Aminosiuren scheint mir « 
besonderes Interesse zu haben, weil er zeigt, daB die Alkoholumsetzuny 
teilweise ganz andere Wege nimmt, wenn Alkohol zusammen mit 
Nahrung genossen wird. Die dadurch entstandenen § verschiedenc) 
Produkte kénnen ganz andere Wirkungen haben als der Alkohol selbs: 
und vielleicht auch eine entscheidende Rolle spielen bei der Entwickluny 
des chronischen Alkoholismus. 


Die Untersuchung ist ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Stiftung 
«Therese och Johan Anderssons Minne’ und ,,Svenska lakarnas Nyhte: 
hetsférening*. 
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Der Oxalsiuregehalt in vegetabilischen Nahrungsmitteln. 


Von 


Erik M. P. Widmark und Gdésta Ahldin. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut in Lund.) 


(Eingegangen am 14, August 1933.) 


Die Tabelle iiber den Oxalsiuregehalt verschiedener Nahrungs- 
mittel, die in den Handbiichern im allgemeinen mitgeteilt wird, stammt 
aus einer Arbeit tiber Oxalurie von G. Esbach aus dem Jahre 1883*. 
Seine Bestimmungen scheinen nun bald 50 Jahre der Didit zugrunde 
gelegen zu haben, die fiir Patienten mit ,,Oxalurie’* und Oxalatkonkre- 
menten vorgeschrieben wird. Wenn man von einigen wenigen neueren 
Bestimmungen absieht, so erscheint es eigentiimlich, daB diese Tabelle 
wihrend allen diesen Jahren ohne irgendeine nahere Cberpriifung 
anerkannt worden ist, und dies ist um so eigentiimlicher, da Esbach 
liber die von ihm bei den Bestimmungen verwendete Methodik keine 
Angaben macht. 

Wir wollen uns nicht dariiber auBern, ob eine Regulierung der 
Oxalséurezufuhr von therapeutischem Nutzen ist, wollen aber hervor- 
heben, daB die oben erwahnte Tabelle bei naherer Uberpriifung sich in 
vielen Hinsichten als irrefiihrend herausgestellt hat. Der Verfasser 
scheint bei seinen Bestimmungen in der Regel nur einen Bruchteil 
der Oxalsaure der Vegetabilien erfaBt zu haben. Einige Stichproben 
sollen dies zeigen. 


100 g frische Ware enthalten in Gramm nach 





Esbach Verfasser 
ee een kok See : 0,375 1,39 
DE sk Se 0,352 0,645 
Rhabarberstengel . . : ee oe 0,247 0.396 — 0.511 
WE cn ae ws _ 0,191 — 0,327 0.837 
Johannisbeeren .......... 0,013 0.966 — 0,072 


* G. Esbach, Bull. général de thérapeutique médicale, chirurgicale et 
obstétricale 104, 407, 1883. 
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Da, wie erwahnt worden ist, neuere Bestimmungen nur fiir ein 
geringe Anzahl vegetabilischer Nahrungsmittel vorzuliegen scheine: 
haben wir es fiir angebracht erachtet, eine neue Tabelle unter Benutzun: 
einer modernen Analysenmethodik auszuarbeiten. Soweit uns bekannt 
ist also die unten wiedergegebene Tabelle iiber den Oxalsiuregeha!: 
in den wichtigsten vegetabilischen Nahrungsmitteln die einzige, di 
gegenwartig der Diat der in Frage stehenden Patienten zugrundegeleg: 
werden kann. 

Wir haben bei unseren Analysen die von C.G. Holmberg! aus 
gearbeitete Schaukelextraktionsmethode verwendet. Von den Vegeta 
bilien wurden nur jene Teile zur Analyse verwendet, die im Haushalt 
benutzt werden, so z. B. von Artischocken nur der Bliitenboden ode) 
der verdickte untere Teil der Deckblatter. Nach dem Feinhacken de- 
Materials wurden etwa 15 bis 25g in einem Erlenmeyer-Kolben ab 
gewogen und dann mit 50 bis 100 ccm 10°,iger Salzsiure versetzt 
Die Mischung wurde erwarmt und dann gewohnlich itiber Nacht digerieren 
gelassen, worauf die festen Teile abfiltriert und bis zur neutralen Reaktion 
des Waschwassers gewaschen wurden. Das aufgefangene Filtrat und 
Waschwasser wurden auf | Liter verdiinnt. Hiervon wurden zur Oxal- 
siurebestimmung 50 ccm oder soviel verwendet, daB die zur Analyse 
benutzte Lésung etwa 10 mg Oxalsaure enthielt. Es wurde festgestellt, 
daB Citronenséure und Weinsaure das Bestimmungsresultat nicht 
beeinfluBten. 

Da die Bestimmungen mit dem salzsauren Extrakt der Vegetabilien 
angestellt worden sind, beziehen sie sich auf die Totaloxalsaure dieser 
Nahrungsmittel. In den Pflanzen kommt indessen die Saure teils in 
freier Form, wenn der Saft sauer ist, teils als leichtlésliches Kalium- 
oxalat und schlieBlich als unlésliches Calciumoxalat vor. 

Die verzehrten Mengen Oxalsiure sind daher in gewissem Mal} 
von der Art der Zubereitung abhangig. Werden die Vegetabilien in 
rohem Zustande oder nach dem Kochen zusammen mit der Briihe 
genossen, bekommt man offenbar die ganze Oxalsiuremenge, die vom 
sauren Magensaft wahrscheinlich vollstandig extrahiert wird.  Wird 
die Brithe abgegossen, entfernt man den gréBten Teil der freien Saure 
und des Kaliumsalzes, wihrend das Calciumoxalat in gréBerem oder 
geringerem Grade im Nahrungsmittel verbleibt, namentlich wenn das 
im Haushalt verwendete Wasser hart oder alkalisch ist. Wird schlieBlich 
ein Extrakt oder ein Dekokt, wie mit Tee und Kaffee, hergestellt. 
werden die léslichen Fraktionen der Saure erhalten.  Ziehen wir 
schlieBlich in Betracht, daB ein Teil der im Magensaft gelésten Saure 
weiter unten im Darm wieder als Calciumoxalat ausgefallt werden 


! C.G. Holmberg, diese Zeitschr. 182, 463, 1927. 
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Oxalsauregehalt in vegetabilischen Nahrungsmitteln. 





Gramm Oxalsiure pro 100 g¢ 


frische Ware Trockensubstanz 


Stengel und Blatter. 


sauerampfer, Blatter . 


2.263 


1.772 15,022 
Stengel . 1,447 
eee ae eee 1.386 
Rhabarber, Stengel 0.409 6.449 
O.511 
0.396 
‘ Blatter ohne Rippen . 1,182 10,368 
Spinat Srey: tes a ee 0.837 6365 
Rumex acetosa O.836 SDRT 
Petersilie . . 0.239 
Dill . 0.159 1.046 
Weibkraut 0.010 0.175 
Grinkohl 0 
Blumenkohl . 0 
Rosenkohl 0 
Salat . 0 
Spargel eee tee 0 
Friichte und Beeren. 
hakao ee a 0.645 
Johannisbeeren, rote . 0,072 0,496 
o schwarze . 0,066 0,440 
Heidelbeeren, getrocknete . 0.044 
Kaffee, gerdstet 0.043 
Himbeeren 0,042 0,300 
Braune Bohnen ; : 0,039 
Kneifelerbsen . . . . . 0,036 
Zitronen . 0.033 0,380 
Apfelsinen 0.028 0,804 
Stachelbeeren 0,027 0,198 
Gartenerdbeeren . 0,020 0.296 
Tomaten, griine . 0,018 0,292 
i. reife 0 
Kiirbisse 0.007 0101 
Kirschen . . 0 
Preibelbeeren 0 
Pflaumen . ‘ 0 
Schlangengurken 0 
Apfel, Newton . 0 
W ine-apples : 0 
Bohmische Birnen . = 0 
W urzelfriichte. 
Kartoffel, ungeschalte Rosen- 0,058 
‘~ geschalte Rosen- 0.036 0.206 
ne 2 weibe 0,020 0.093 
Perlzwiebel 0,055 
Pastinaken 0.039 
Mohrriiben 0.016 
Salatriiben 0.013 0,132 
Erdbirnen 0 
Rettiche 0 
0 


Radieschen 
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Gramm Oxalsiure pro 100 g 


frische Ware Trockensubstanz 


Pilze. 
Kierschwamme .. ay ee oe ee 0 
Mehlsorten. 
Grahammehl ... . NUL aay Soh had 0.060 
Kolben-Sommerweizen, 50°,. Ausmah- 

_. ara bap ee ee PE ae 0 
Pansarweizen ILI, 50°, Ausmablung . 0 
Roggen, ungesichtet . . . . : 0 
Roggenmehl, gesichtet . . . . . . 0 


kann, ist offenbar, daB eine Schatzung der resorbierten Oxalsiuremengy: 
sehr unsicher ausfallen muB, auch wenn wir den Oxalsiuregehalt de: 
frischen Ware genau kennen. Die Tabelle gibt indessen gute Richt- 
linien dafiir, wie die Oxalsiuremenge in der Kost vermindert werden 
soll, ohne daB Gemiise als integrierender Teil der Diat vermieden zu 
werden braucht. 


In unbegrenzten Mengen erlaubt sind Kohlsorten, Schlangengurke. 
Kiirbis, PreiBelbeere, Apfel, Birnen, Kirschen und Pflaumen. Die Tomate 
ist besser als ihr Ruf, wenn sie reif genossen wird. An die Stelle des Spinats 
tritt der Salat, der ad libitum verzehrt werden kann, ebenso Erdbirnen, 
Radieschen, Rettiche und Eierschwamme. Brot aus ungesichtetem Weizen 
mehl soll vermieden werden, und die Kohlenhydratzufuhr soll mehr durch 
Roggenbrot und Semmeln als durch Kartoffeln erfolgen. 

Von Getranken sind vor allem Tee und Schokolade zu vermeiden und 
durch Kaffee zu ersetzen. 

Nur wenige Vegetabilien sind ganz zu vermeiden, und sie gehéren haupt 
sichlich zur Gruppe ,.Stengel und Blatter‘*: Rhabarber, Spinat, Sauer- 
ampfer, Petersilien und Dill. Der Sauerampfer (Oxalis) hat mit Recht den 
Namen der Saure gegeben und steht zu oberst auf der verbotenen Liste. 
Von Beeren sind Johannisbeeren und Heidelbeeren am reichsten an Oxal- 
siure. SchlieBlich soll nicht vergessen werden, daB alle Konfitiiren, die 
Kakaomasse enthalten, zu vermeiden sind. 
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Wirkung des Lichtes 
auf die Kohlenoxydhemmung der Buttersiuregirung. 


Von 
Walter Kempner und Fritz Kubowitz. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 7. August 1933.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Nach friither mitgeteilten Versuchen! wird die Buttersiuregirung 
(Spaltung von Zucker zu Buttersiure, Kohlensiure und Wasserstoff) 
durch Kohlenoxyd reversibel gehemmt. Die Buttersiuregirung 
ein anaerober Stoffwechselvorgang — verhalt sich also gegen Kohlenoxyd 
wie die Sauerstoffatmung aerober Zellen®. 

Wir haben untersucht, ob die Kohlenoxydhemmung der Butter- 
siuregarung, ebenso wie die Kohlenoxydhemmung der Atmung, ver- 
schwindet, wenn man belichtet. Bei den anfangs zur Verfiigung stehenden 
Lichtintensitaten!, die bereits wesentlich gréBer waren als die zur 
Aufhebung der Kohlenoxydhemmung der Atmung erforderlichen, lie} 
sich eine Wirkung des Lichtes auf die Kohlenoxydhemmung der Butter- 
siuregirung nicht feststellen. Erst als die Méglichkeit gegeben war, 
erheblich gréBere Lichtintensitéten anzuwenden, und die Licht- 
empfindlichkeit dadurch gesteigert wurde, da man bei méglichst 
tiefer Temperatur* belichtete, trat der gesuchte Lichteffekt auf: die 
Hemmung der Butterséiuregirung verschwand bei Belichtung und 
stieg bei Verdunkelung wieder auf den Anfangswert. 

Ebenso wie die Kohlenoxydhemmung der Sauerstoffatmung kann 
also die Kohlenoxydhemmung der anaeroben Buttersaiuregirung durch 
Belichtung vollstindig und reversibel aufgehoben werden. Doch. ist 
die Kohlenoxydhemmung der Butterséiuregirung viel weniger licht- 
empfindlich als die Kohlenoxydhemmung der Atmung aerober Zellen. 
(Bei + 10°C wirkt die Hg-Linie 436 mu auf die Kohlenoxydhemmung 


' Diese Zeitschr. 257, 41, 1933. 

2 Die Sauerstoffatmung der Buttersaéurebakterien ist ebenso wie die 
Sauerstoffatmung anderer anaerober Bakterien durch Kohlenoxyd nicht 
hemmbar. Von der Sauerstoffatmung der Butterséiurebakterien ist jedoch 
in dieser Arbeit nicht die Rede: alle Versuche wurden bei vollstandigem 
SauerstoffabschluB ausgefiihrt. 

3 Diese Zeitschr. 255, 251, 1932. 
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der Torulaatmung etwa 300mal stirker als auf die Kohlenoxyd- 
hemmung der Buttersiuregarung.) 

Die Wirkung des Lichtes auf die Kohlenoxydhemmung der Butter- 
siuregarung macht es méglich, ebenso wie bei der Sauerstoffatmung 
aerober Zellen, durch Belichtung mit verschiedenfarbigem Licht dic 
..Farbe des Ferments zu bestimmen, durch dessen Bindung an 
Kohlenoxyd die Garung gehemmt wird. 

Bezeichnen wir dieses Ferment mit Fe, so haben wir in Buttersiaure- 
bakterien bei Gegenwart von Kohlenoxyd das Gleichgewicht : 

Fe -CO . 

FeCO 
wo A die Dissoziationskonstante der Kohlenoxydverbindung des 
Ferments ist. Bei Belichtung wird A gréBer. Nennt man Aj, die 
Dissoziationskonstante bei Belichtung und K4y,,,,0; die Dissoziations- 
konstante im Dunkeln, so ist 

AK = Kyen — Kaunker, 

wo Aj), von der Intensitaét und der Wellenlange des Lichtes abhangt. 
AK ist die GréBe, die wie bei der Kohlenoxydhemmung der Atmung 
aerober Zellen, der wirkenden  Lichtintensitét proportional ist 
(Tabelle I, Abb. 1, Protokoll 1). 


Tabelle I. 





melt , Dissoziationskonstante 
Lichtintensitit 














der Lichtwirkung ph eee 
calorien Kohlenoxydverbindung 44 = Khel! ~ Adunkel = oe == 
Min. . qem des Ferments Lichtintensitat 
pense Kk {Atm.} {Atm. 
0 K, = 1,545.10? _ 
2,79. 107? K, = 2,370.10-? 0,825 .10-? 0,296 
6,73 . 10>? K 3,600 . 10-2 2,055 . 10-2 0,305 
— h ; _ 
17,15.10°? = A, = 7,180.10-2 5,635. 1072 0,328 
-10% 
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~~ | 4 
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Abb. 1, Abhingigkeit der Lichtwirkung von der Lichtintensitit. 
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Wir haben durch Kohlenoxyd gehemmte Buttersaurebakterien mit 
verschiedenfarbigem Licht gemessener Flaichenintensitat J, bestrahlt 
und die 1.A-Werte bestimmt. Aus A und J; wurde der auf Ags), 
bezogene Absorptionskoeffizient 6 in bekannter Weise berechnet!. 


Tabelle Il. 





Wellenlange (oder 


Wellenlinge des Intensitit * des 
Schwerpunktes des . Breite des Lichtes in t) 
betreffenden Lichtquelle Spektralbezirkes cal ; 

Spektralbezirkes) Vin. iets 
(mu) 
4 366 Hg-Lampe Hg-Linie i1.60.10>! 2,10 
2 385 Weibe Etfektkohle 30 mu 1,50.107! 1,05 
4 435 - " 60 mu 2.85.107! 1,00 
4 436 Hg-Lampe Hg-Linie 1,30.1071 1,00 
4 450 Weibe Eftektkohle 60 mu. 3,50 .107! 0,58 
4 535 a rs 60 mv. 8,70 .107! 0,30 
4 546 Hg-Lampe Hg-Linie 3.15 .10-? 0.354 
4 DST Weibe Effektkohle 55 mu 3,90.107! 0,16 
4 650 : " 65 mu 15.35.1071 0,04 


* Gesamtintensitat des durch Linsen und Blenden geordneten Strahlenkegels, der fiir dir 
Versuche zur Verfiigung stand. Um daraus die Flachenintensitaét / zu erhalten, hat man dareh 
die .Lichtflichen* an der Bestrahlungsstelle (etwa 12,5 qem) zu dividieren (vgl. diese Zeitsehr 


254, 1932, inshesondere S. 268) 





+_9— +++ —4 


L ducthiegdg hina 
950 WW) W0 50600000 


Wellenlange A [mut] 
Abb. 2. Auf die blaue Hg-Linie 436 mu bezogene Absorptionskoeffizienten der Kohlenoxyd- 
verbindung des Ferments. 





In Abb. 2 sind die bisher gemessenen /-Werte als Funktion der 
Wellenlange eingetragen. Wie man sieht, ist die Kohlenoxydverbindung 
des Ferments eine Substanz, die in dem untersuchten Spektralgebiet 
rot (650 mu) bis ultraviolett (366 my) absorbiert. 

Experimentelles. 

Als Versuchsmaterial dienten Buttersiurebakterien: clostridium 
butyricum™ (aus dem Institut fiir Garungsgewerbe, Berlin). Sie wurden 
geziichtet in Maische — Calciumcarbonatzusatz bei + 36°C; das Kultur- 
alter war 22 Stunden. Die Ziichtung erfolgte in Kulturkolben: Fliissig- 


1 Diese Zeitschr. 202, 202, 1928; 214, 77, 1929; 255, 257, 1982. 
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keits- und Gasraum wurden nach Verimpfung der Bakterien etwa 
10 Minuten lang mit Argon durchstr6mt: dann wurde durch Wasser 
verschluB gegen Luftzutritt abgeschlossen (anaerobe Ziichtung). Ver 
impft wurde eine Platinédse Bakteriensuspension auf ungefaihr 300) 
bis 400 cem Maische. Ausbeute nach 22 Stunden etwa 600 cmm Zellen 
Durch kurzes Zentrifugieren wurde die Bakteriensuspension von Kreid 
und festen Maischebestandteilen befreit; durch weiteres Zentrifugieren 
wurden die Zellen von der Maische getrennt. Nach einmaligem 
Waschen mit 0,9°,iger NaCl-Lésung oder Ringerlésung (ohne Bi- 
carbonat) wurden die Bakterien in die Versuchslésung gebracht, dic 
im Liter enthielt: 


60 com m/2 Na gH PO,-Lésung l0cem 1,15° ige KCl-Lésung 
40 ,,) m/2 KH, PO,-Lésung 10) ,,) 0.11 mol. CaCl,-Lésung 
780) ,,  O,9° ige NaCl-Lésung 100), =: 10° ige Liavuloselésung 


Pu der Versuchslésung war etwa 6,6. 


Die Zellmengenbestimmung erfolgte im Hamatokriten. Zu den’ 
Versuchen wurden taglich frische Kulturen verwendet. 

Die Messung der Garung, der Girungshemmung und der Licht- 
wirkung erfolgte im Differentialmanometer bei + 8°C. Die GefaBe waren 
Quarztrége! mit Ventilstopfen. Um zeitlich méglichst konstante Ab- 
lesungen zu erhalten, wurde die Buttersiurebakteriensuspension im 
ManometergefaB vor Beginn der Messung | bis 2 Stunden in Argonatmo- 
sphiare geschiittelt. Die Ablesung der Druckanderungen erfolgte wahrend 
des Schiittelns mit Hilfe eines Ablesekathetometers. Als Lichtquelle zur 
Bestrahlung diente eine Hochleistungsbogenlampe? oder eine Hg-Lampe 
mit einem sehr lichtstarken Kondensor. Die Filterung der Spektral- 
bezirke geschah mittels Lichtfilter?. Die Bestrahlung des Versuchs- 
gefaiBes erfolgte mittels totalreflektierendem Quarzprisma von unten 
her*. Das Manometer wurde bei einer Tourenzahl von etwa 250 Um- 
drehungen pro Minute rotierend geschiittelt. Das VersuchsgefaB war 
beim Belichten dauernd im Lichtkegel. 

Die Lichtintensitat wurde wie bei ahnlichen, friiher beschriebenen, 
Versuchen bestimmt’. Die Lichtintensitaéten miissen wegen der 
kleinen Lichtempfindlichkeit relativ hoch sein, deshalb sind die Spektral- 
bezirke des aus der ,,weiBen Effektkohle** isolierten Lichtes relativ 
breit (siehe Tabelle IT). 

Die Anordnung und Auswertung einer Messung zeigt Protokoll 2. 


1 Diese Zeitschr. 200, 455, 1928, Abb. 8. 

°> Ebenda 255, 248, 1932. 

Siehe ebenda 255, 252, 1932. 

Nach Art der Abb. 4, diese Zeitschr. 198, 344, 1928. 
' Ebenda 255, 249, 268, 1932. 
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Protokolle. 
Protokoll 1. 


Kinflup der Lichtintensitat aus die Vert lung des Fermevts hed Clostridium 


butyricum™. 


Versuchstemperatur : 8°. 
Versuchsgetab : Vp: Ldcem Bakteriensuspension Lavulose (40 ¢min 


Zellen in Phosphatlésung, V,: Argon oder Kohlen- 


oxyd-Argongemisch. 


q° 
KompensationsgefaB: Vy: 1.45 ¢em Phosphatlosung, V,: Luft. 

Die Bestrahlung erfolgte mit ,,weiBbem Licht’ aus der Bogenlampe. 

Mittels Filter wurden entfernt: Warmestrahlung, ultraviolettes Licht 
und kurzwelliges Blau. 

Die Intensitatsabstufung erfolgte mittels eimes in den Strahlengang 
geschalteten schnellaufenden Sektors. 




















Messung Fy Druvk- Mittel wer ’ , 
Gasraum imDunkeln = anderung png enter 7 Lic a , Garungswert n: 
des oder ® wiihrend underengen intensita ’ Garung 
Versuchs- wihrend iy der. ‘ie 3 Min.) cal - Garung in Argon 
sii B ane = MeGiperiode Min. . gem (Mittelwerte)* 
pares Min. mm Brodie mm Brodie 
Argon 6 + 7.06 
3 3,55 | ore 
. = + 35: 
3 +353 | ” e =i 
e 3 + 3,53 
dunkel 3 + 1,23 
. 3 + 1,13 | 
. 3 > 1,07 - 1.16 _— ny 0.54 
3 +1,22 | 
3 +117 
a! ™ 2 AS 
belicheet | S| The | +152 | 2,79. 10-2», = 044 
* 3 +193 | 
S 3 +186 ‘ + 1,92 6,738.10"? |», 0545 
3°, CO 3 +1,96 
Rica r 8 +248 | : 
— 3 +257 | 251 1715.10°2 », 0,705 
‘i 3 + 247 
: 96 ; ' - 7 9 ee 
; 4 yo + 1.96 6,73. 10°" Ny, O.545 
a 3 +159 | , : 9% 9 ) 
3 4162 | + 1,61 2,49 .190-4 My, 0.44 
: y52 
dunkel 3 + 1,26 
" 3 + 1,26 + 1,26 -— ny 034 
9 3 + 1,27 
Argon 3 3.65 
a 3 3.55 | 
" 3 3.57 + 3.59 - ” l 
= 3 3.61 | 
Pa 3 + 3.56 


* Siehe auch Protokoll 2. 
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Berechnung. 


Der Verteilungszustand! im Dunkeln ist: 


, na 0,34 nan’ ie na mar y 
Va 1—n, i — 0,34 ~ 0,515; Ky I—n, Peo 1,545.10°* | Atm. ). 


Der Verteilungszustand beim Belichten mit der  Lichtintensitat 
cal 


J 2,79 . 10-7 —.. ist 
. ; Min. . gem ‘ 


My 0. _ Ny, aa , 
J Mm Ae 0,799; Kk), mt 2,370 .10-?[ Atm.}, 


My i}, 1 — 0,44 ii, Poo 
die im Licht erfolgte Verschiebung des Verteilungszustandes ist : 


ny nq - ae om 
J : 0,790 — 0,515 0,275 


ee Te = 
My " i—wn 1—» 
hy “a 


K,, —K, Jk, 0,825 .10-? [| Atm. ]. 


Lichtwirkung _ oe we JV, 0,275 985 [a= ‘ ] 

Lichtintensitat ; we J 2,79 . 10-3 cal . 
oder 

Lichtwirkung K,,, — Ky J Kk, 0.296 [AU -qem . a B 

Lichtintensitat J; J, cal 


Der Verteilungszustand beim Belichten mit der Lichtintensitit 
J ( ; | eal P 
J, 1.73. 10°27 —- ist 
: Min. . gem 
0,545 


Vig 1 — 0.545 = 1,20: Ky, 83.60. 10-2 { Atm. ], 


; 


die im Licht erfolgte Verschiebung des Verteilungszustandes ist: 


Vig — Va = 1,200 — 0,515 = 0,685; K,, — K, = JK, — 2,055 10-2 [Atm.]. 
Lichtwirkung _ Va —V JV, 0.685 10.15 [= : —] 
Lichtintensitat Js Jo 6,73 .10°? . ca , 

oder 

shite ry 2 - ! ' 
Li htwirkung hy d J ky 0.305 [= .qem. =] 
Lichtintensitat Jo Js cal 


1 Siehe auch Protokoll 2. 
* peo Kohlenoxyddruck (in Atm.). 
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Ve 
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tm. |. 
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Wirkung d. Lichtes a. d. Kohlenoxydhemmung d. Buttersauregarung. 


Der Verteilungszustand beim Belichten mit der Lichtintensitat 


‘ 71 10-! cal 
= 17,15. 10-? — ist: 
: ‘ Min. . qem 
0.705 m= 
f 2,39; ; ,18.10°>2 | Atm. |], 
Vay i — 0.705 39 ; K,,, 7,18. 1 | Atm. | 


die im Licht erfolgte Verschiebung des Verteilungszustandes ist : 





V,. — V, = 2,390 — 0,515 = 1,875; K, —K,—JSK; — 5,635. 10°? (Atm. |. 
Lichtwirkung Seated AV; 1,875 10.95 (a= . 
—- = : — ‘ Ris) 
Lichtintensitat Js Js 17,15 . 10-3 
oder 
Lichtwirkung K,,, — K, JK, 0.328 (“= .qem. a] 
. : ° —— oa z 
Lichtintensitat J3 , cal : 
Protokoll 2. 
; P46 . . 
Bestimmung von —, der Kohlenoxydverbindung des Ferments bei 
(7436 
clostridium butyricum*. 
Versuchstemperatur: + 8°C. Zellmenge: 90cmm Zellen in 1,5 cem Sus- 
pension. 
VersuchsgefaB : Vp: 15¢em Bakteriensuspension (Phosphatlésung 


+ Livulose), V,,: Argon oder Kohlenoxyd-Argon- 


gemisch. 


KompensationsgefaB : Vp: 1,5 cem Phosphatlosung, V,,: Luft. 


Garung (im Dunkeln oder Licht im Kohlenoxyd-Argongemisch ) 


(;arungswert 7 i : 
Garung in Argonatmosphare 


V = Verteilungszustand des Ferments. WV, Verteilungszustand des 
Ferments im Dunkeln, V,, = Verteilungszustand des Ferments im Licht. 


Lichtwirkung: 4V = V, — Vy. 


In den Spalten fiir » und V sind die errechneten Mittelwerte der zwei 
( n,,(vorn) +7, (hinten) 
z.B. 


entsprechenden MeBperioden eingetragen “ 


JV 
° . . Vy 
L = Lichtempfindlichkeit = . tr. 
8, L, (Energie eines Mols Quanten), |. L; 


cal 


436 


A436 Lz, (Energie eines Mols Quanten); Lose + 
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Uber Ascarylalkohol. 


Von 
Fr. N. Schulz und Max Beeker. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung der Universitat Jena.) 


(Eingegangen am 9. August 1933.) 


In einer umfassenden Arbeit iiber Ascariden hat Flury! im ,,Fett* 
von Ascaris lumbricoides und A. suum einen wachsartigen Stoff ge- 
funden, dem er unter Annahme einer Doppelbindung die Formel C,, Hg, 0, 
zuschrieb und den Namen Ascarylalkohol gab. 

Sein reinstes Praparat zeigte Schmp. 83°. Das Molekulargewicht 
wurde zu 536 gefunden (Siedepunktsbestimmung im Benzol). Flury sprach 
dem Stoff auf Grund einiger orientierender Versuche die Eigenschaft eines 
Alkohols zu. Es gelang nicht, durch Erhitzen auf 200 bis 250° mit Natron- 
kalk den Stoff in eine Saure tiberzufiihren. Es handelt sich nicht um einen 
schwer verseifbaren Ester eines cholesterinahnlichen Stoffes, denn bei 
zehnstiindigem Verseifen mit Kalilauge bzw. Alkoholat blieb der Stoff 
unverandert. Ausgesprochene Farbenreaktionen mit Yisessig und Schwefel- 
siure bzw. mit Schwefelséiure, die auf Cholesterin hinweisen, waren nicht 
zu erhalten. Dagegen entwickelten sich beim Erhitzen auf héhere Tem- 
peraturen durch pyrogene Zersetzung akroleinartige, stechende Diampfe. 
Er vermutete Beziehungen zum Glycerin und glaubte, da®B der Ascaryl- 
alkohol im Ascaridenfett die Stelle des Glycerins einnehme, zumal er bei 
einer Glycerinbestimmung im Ascaridenfett — allerdings mit einer un- 
zulanglichen Methode — nur 2,4°, Glycerin fand. Sein nach einer um- 
standlichen Methode gewonnenes Ascarisfett lieferte bei der Verseifung 
65°, Fettsiuren, 25°, Unverseifbares, 2,4°, Glycerin, also einen un- 
bestimmten Rest von 7,6°, 

Da wir iiber einige Erfahrung bei der Untersuchung von Wachsen 
und wachsahnlichen Stoffen bei niederen Tieren verfiigen, erschien es 
erwiinscht, die Untersuchung des Ascarylalkohols aufzunehmen. 

Zur Untersuchung gelangten Ascaris megatocephala (Pferd) und 
Ascaris lumbricoides (Schwein)?. 


1 F. Flury, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 67, 327, 1912. 
2 Das Material verdanken wir zum gréBten Teil den liebenswiirdigen 
Bemiihungen von Herrn Prof. Thomas (Leipzig). 
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Fr. 





N. Schulz u. M. Becker. 

Wir gewannen das Ascarisfett nach einer gegeniiber dem Vorgehe 
von Flury einfacheren Methode. Wir vermieden das umstandliche un 
auch gesundheitlich nicht ungefahrliche (Flury) Zerkleinern der frisch« 
leicht zersetzlichen und dann iibelriechenden Tiere und das daraufhi 
nach Flury erfolgende zeitraubende Trocknen im Exsikkator, da « 
uns im Gegensatz zu Flury, fiir den die Gewinnung des Ascarylalkoho! 
nur ein kleiner Teil der Gesamtuntersuchung war, nur um eine schonend: 
Gewinnung des Ascarylalkohols zu tun war. 

Etwa 2 bis 2,5 kg Ascaris (Ascaris megalocephala vom Pferd und 
Ascaris suum ergaben die gleichen Resultate), die schon im Schlachthot 
in reichlicher Menge von verdiinntem Alkohol gesammelt waren, wurde: 
zweimal mit Spiritus zur Entfernung der Hauptmasse des Wassers je 1 Tax 
stehengelassen. Dann wurden die Tiere zunachst unzerkleinert 1 Tag lang 
in dem von Schulz beschriebenen groBen Sosrhlet-Apparat mit Aceto: 
extrahiert!. Nach dem rasch erfolgenden Verdunsten des den auf Flief 
papier ausgebreiteten, extrahierten Tieren anhaftenden Aceton lassen sic} 


die Tiere in einer Mihle zerkleinern. Auch dabei ist Vorsicht am Platz 


(Staubmaske), da der unvermeidbare Staub vor allem auf den Respirations 
apparat reizend wirkt und auch Ubelkeit hervorrufen kann. Das erhaltene 
ziemlich feine Pulver wird im Soahlet zunachst mit Aceton, dann mit Chloro 
form erschépft. Die erhaltenen Lésungen werden zur Trockne verdunstet 
und der Riickstand mit Ather aufgenommen. Desgleichen werden di 
wasserig-alkoholischen bzw. acetonischen Lésungen, die zum Trocknen de: 
Tiere benutzt waren, verdunstet und der Riickstand mit Ather aufgenommen. 
Die vereinigten atherischen Lésungen werden mit gegliihtem Natriumsulfat 
getrocknet, filtriert und eingedunstet. 

Das erhaltene ,,Gesamtfett’‘ von Ascaris stellt eine hellbraune, 
beim Erkalten festwerdende, schmalzartige Masse dar, von eigen- 
“ ° % ° ° . y ° ° . 
tiimlichem Geruch. In Ubereinstimmung mit Flury erhielten wir 26°, 
Unverseifbares, 65°, Fettsiuren, ferner aber statt der von Flury ge- 
fundenen 2,4°%, Glycerin bis zu 8,8°, Glycerin, was darauf beruht. 
daB wir mit der zuverlassigen, zur Zeit Flurys nicht bekannten Methode 

von Willstatter und Madinaveitia arbeiteten?. 

Die von uns gefundene Glycerinmenge reicht aus, um alle gefundenen 
Fettsiuren als Triglyceride zu binden. Es ist nicht nétig, anzunehmen. 
daB der Ascarylalkohol bei der Bindung der Fettsiuren beteiligt ist. 

Nimmt man den Maximalwert von 8,8°, Glycerin an, so ergibt sich 
als Glyceringehalt des angenommenen Triglycerids etwa 12°... Tristearin 
mit 890 Mol enthalt 10,3°, Glycerin, Triolein (884 Mol) 10,4°,, Tripalmitin 
(806 Mol) 11,4°,. Es ist nach Flury auch mit niederen Fettséuren zu 
rechnen. 


1 Fr. N. Schulz, diese Zeitschr. 247, 474, 1932. 

2 Wegen der angewandten Methodik sei auf Grim, Analyse der Fette 
und Wachse, 2. Aufl., Verlag Springer, sowie auf Hans Meyer, Analyse 
und Konstitutionsermittlung organischer Verbindungen, Verlag Springer. 
hingewiesen, sowie auf die Wizdff. 
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Es gelang uns auch, den Ascarylalkohol ohne vorherige Verseifung 
aus dem Gesamtfett durch fraktionierte Kristallisation zu gewinnen. 

Nach Extraktion der Hauptmasse des ,,Fettes*’ mit Aceton oder 
Ather lassen sich durch tagelanges Ausziehen mit Chloroform héher- 
schmelzende, bienenwachsdhnliche Massen gewinnen, was auch Flury 
aufgefallen ist, die im wesentlichen rohen Ascarylalkohol darstellen. 

Wir bemihten uns, tiber die Konstitution des Ascarylalkohols 
niheren AufschluB zu gewinnen. Bequemer als die direkte Gewinnung 
durch fraktionierte Extraktion ist die Gewinnung aus dem Unvrerseifbaren. 
Der rohe Ascarylalkohol wird durch mehrfaches Umkristallisieren 
aus heiBem Essigester oder heiBem Ather gereinigt. Der Schmelzpunkt 
liegt dann bei 83 bis 84° (Flury 83°). Besonders reine Praparate (F. ——- 84°) 
lassen sich durch Verseifung des Acetats (s. experimenteller Teil) ge- 
winnen. Die Léslichkeitsverhiltnisse des Ascarylalkohols sind stark 
abhingig vom Grade der Reinheit. Der reine Ascarylalkohol ist in 
heiBem Chloroform gut léslich, desgleichen in heiBem Ather und Essig- 
ester, schwer léslich in Petrolather. 

Auf Grund der Elementaranalysen, der Molekulargewichtsbestim- 
mungen, sowie theoretischer Uberlegungen méchten wir abweichend von 
Flury dem Ascarylalkohol die Formel ©,,;H,ygO, statt Cy,H,,O, zu- 
schreiben. 

Unsere Formel entspricht der Zusammensetzung C 74,93°., H 12.96 
und einem Mol von 528,6. Wir fanden als Zusammensetzung: C 75,12, 
H 12,8 und ein Mol nach Rast von 542, nach der Mikrosiedemethode von 
Rieche Mol 535. Die Formulierung kann nicht als endgiiltig betrachtet 
werden. 

Eine von Flury angenommene Doppelbindung konnten wir nicht 
feststellen. 

Flury gibt an, daB er bei der Behandlung der Substanz mit Brom und 
Eisessig ein bei 89 bis 90° schmelzendes feinkristallinisches Bromderivat 
erhalten habe. Nahere Angaben sind nicht gemacht. Nach unseren Ver- 
suchen entfairbte reiner Ascarylalkohol eine Brom-Eisessiglésung nicht, 
auch nicht bei wochenlangem Stehen. 

Die Bestimmung der Jodzahl nach Aaufmann (Einheitsmethode 
der Wizéff) verlief véllig negativ. Wir haben uns davon iiberzeugt, 
daB bei Cholesterin die gefundenen Jodzahlen ausgezeichnet mit der 
Theorie iibereinstimmten. Auch machen die Werte der Elementar- 
analyse eine Doppelbindung unwahrscheinlich. 

Bei Flury handelt es sich entweder um eine Verunreinigung oder um 
ein durch extreme Bromierung gewonnenes Produkt. 

Die wichtjgste Aufgabe ist die Aufklirung der Stellung der vier 
Sauerstoffatome. Qualitativ hatte schon Flury festgestellt, daB Alkohol- 
gruppen vorhanden seien (benzoylierbar). Es ist unwahrscheinlich, 


i7* 
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daB es sich um einen vierwertigen Alkohol handelt, denn schon die 
bekannten zweiwertigen Alkohole von ahnlicher MolekulargréBe 
schmelzen héher als bei 100°. 

Bei der Kinwirkung von Grignards Reagens nach der Methode von 
T'schugaeff-Zerewitinow erhielten wir die zwei O H-Gruppen entsprechende 
Menge Methan. Ferner erhielten wir bei Acetylierung sowohl mit 
Essigsiureanhydrid und Na-Acetat in der Hitze als auch mit Pyridin- 
Essigsiureanhydrid in der Kalte das gleiche Acetat vom Schmp. 52°, 
das sich nach Analyse, Molekulargewichtsbestimmung und Acetyl- 
gruppenzahl (Verseifungszahl) als ein Diacetat erwies. Dieses Diacetat 
lieferte mit Grignards Reagens kein Methan, enthielt also keine un- 
veresterten Hydroxylgruppen. Bei Behandlung des aus Ascarylalkoho! 
mit Grignards Reagens entstehenden Reaktionsproduktes mit Wasser 
wurde wieder reiner Ascarylalkohol zuriickerhalten. Dieses Ver- 
halten — Resistenz gegen Methylmagnesiumjodid — deutet auf das 
Vorliegen von Athersauerstoff hin. Aus Carbonylgruppen (C=O) waren 
neue Hydroxylgruppen entstanden. 

Flury hat angegeben, daB sein Ascarylalkohol beim Erhitzen iiber 
den Schmelzpunkt den charakteristischen stechenden Geruch nach 
Acrolein entwickele. Wir kénnen diese Beobachtung bestatigen, ohne 
daB wir mit voller Sicherheit sagen kénnen, daB der charakteristische 
Geruch auch wirklich von Acrolein selbst herriihrt. Nehmen wir 
an, daB im Ascarylalkohol wirklich ein Glycerinkomplex steckt, unter 
dieser Annahme haben wir die Formel C,, gewahlt, so kann es sich nicht 
um einen einfachen Ather des Glycerins mit einem hochmolekularen 
Alkohol handeln. Solche Verbindungen (Batyl-, Selachyl-, Chimyl- 
alkohol) sind neuerdings in der Natur gefunden. Diese Verbindungen 
zerfallen mit JH im Zeisel-Apparat unter Bildung von fliichtigem 
Isopropyljodid, wahrend Ascarylalkohol unter diesen Bedingungen 
nur etwa 10 bis 15°, der zu erwartenden Menge an fliichtigen Jodiden 
liefert, also viel resistenter erscheint. Es kénnte ein mehrbasischer 
Glycerinather vorliegen. Die schwere Zersetzbarkeit derartiger Stoffe 
ist bekannt. 

Wenn dem Ascarylalkohol zwei Ather-O-Atome zukommen, ist 
ein relativ komplizierter Bau vorauszusehen. Versuche durch Ein- 
wirkung hoher Temperaturen, stark wirkende Reagenzien (PCI;, konz. 
HJ im EinschluBrohr) oder durch oxydativen Abbau zu definierten 
Derivaten zu kommen, sind im Gange. 

Eine Beobachtung, die auf einen Zusammenhang mit Glycerin 
hinweist, sei beigefiigt. Wie auch Flury feststellte, gibt Ascarylalkoho! 
beim Erwirmen mit konzentrierter Schwefelsiure eine braunliche, 
griinlich fluoreszierende Farbung. Die gleiche Farbung erhalt man 
beim Erwairmen von reinem Glycerin mit konzentrierter Schwefelsiure. 
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Experimenteller Teil. 


1. Darstellung von Ascarylalkohol ohne Verseifung durch fraktionierte 
Kristallisation des Gesamtfettes. Flury hat beobachtet, daB die schwer- 
léslichen, bei der Extraktion zuletzt anfallenden Teile bienenwachsahnliche 
Konsistenz haben. Lést man das Gesamtfett im warmen Petrolather 
(Sdp. 30 bis 50°) und kihlt dann ab, so scheidet sich schon bald eine fein- 
kristallinische Masse ab. Nach mehrstiindigem Stehen bei 0°, Abfiltrieren 
und Waschen mit kaltem Petrolather ist der ausgeschiedene Stoff in Petrol- 
dther so schwer léslich, daB er aus seiner Lésung in Chloroform, in dem er 
relativ gut sich lést, durch Zusatz von Petrolither sich sofort ausscheidet. 
Der Stoff ist ausgezeichnet kristallisationsfahig. Aus einer Chloroform- 
lésung erhalt man beim Eindunsten groBe rosettenférmige Kristallaggregate. 
Nach 2zweimaligem Umkristallisieren aus Essigester ist der Schmp. 81 bis 82° 
erreicht. Es handelt sich also um Ascarylalkohol. 

2. Zusammensetzung des Gesamtfettes. 2.54 g¢ werden mit 30 cem etwa 
n/2 alkoholischer Kalilauge 30 Minuten am RiickfluBkiihler verseift. Dann 
wird auf die Halfte eingedampft, etwas abgekithIlt und mit einem groBen 
UberschuB von Ather versetzt. Die iitherische Lésung wird im Scheide- 
trichter erschépfend mit Wasser ausgeschiittelt. Die atherische Lésung 
wird mit gegliihtem Na,SO, getrocknet, eingedunstet, im Vakuum iiber 
P,O; getrocknet. Es hinterbleibt 0.66 g Unverseifbares = 26°,. Aus der 
wiasserigen Seifenlésung werden nach Ansiuern mit verdiinnter Schwefel- 
siure mit Ather 1,65 g Fettsiiuren = 65°, gewonnen. 

3. Bei der Glycerinbestimmung nach Willstdtter und Madinaveitia — in 
einem von Becker etwas modifizierten Apparat von Tangl-Weiser — wurden 
aus 0,2831 g¢ Substanz 0,0647 g AgJ, entsprechend 8,8°,, aus 0,198] g 
Substanz 0,0429 g AgJ = 8,5°, Glycerin erhalten. 

Die von Becker erprobte Modifikation des Apparates von Tangl und 
Weiser erfordert nur zwei Glasschliffverbindungen, macht dadurch den 
Apparat handlicher. Die Glasschliffverbindung zwischen dem Destillier- 
kolben und dem Waschaufsatz wird dadurch vermieden, da als Destilla- 
tionskolben das SiedegefaB von Bamberger benutzt wird. Der Hals dieses 
mit einem seitlichen Ansatz versehenen Destillierkolbens ist im oberen Teil 
ringférmig verengert. Durch das Hindurchfiihren der Spitze des Wasch- 
aufssatzes durch diese ringférmige Verengerung kommt eine geniigende 
Kiihlung zustande, so daB eine Korkverbindung zwischen Destillierkolben 
und Waschaufsatz geniigt. Ferner kann die Schliffverbindung zwischen 
der Vorlage und dem Destillierapparat durch einen doppelt durchbohrten 
Korkstopfen ersetzt werden. Die zweite Bohrung dieses Korkes dient 
zur Aufnahme des Uberleitungsrohres zur zweiten Vorlage, die nur zur 
Sicherheit vorgelegt wird. Tatsaéchlich gingen niemals Isopropyljodiddiaimpfe 
in die zweite Vorlage iiber. Die Korkverbindung an dieser Stelle ist also 
einwandfrei. 

4. Bestimmung der Jodzahl nach Kaufmann (Einheitsmethode der 
Wizéff). Bromometrisch. 0,301 g Cholesterin verbrauchten 16 cem n 10 
Bromlésung. Jodzahl gef. 67, ber. 66. 0.3002 g¢ Ascarylalkohol verbrauchten 
0,4 ecem n/10 Bromlésung. Jodzahl 1,7. Berechnet fiir eine Doppelbindung 48. 

5. Isolierung und Reindarstellung des Ascarylalkohols. Bei der Dar- 
stellung des Ascarylalkohols durch Verseifung (s. vorher) ist es wesentlich, 
daB die alkoholische Seifenlésung nicht bis zur Vertreibung des Alkohols 
eingedampft wird, sondern vorher mit einem groBen AtheriiberschuB 
versetzt wird. Sonst bildet sich beim Lésen der entstandenen Seife in Wasser 
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eine dicktliissige Suspension, aus der der Ascarylalkohol nur schwierig 


mit Ather oder Chloroform auszuschiitteln ist. Der rohe Ascarylalkohol 
wird durch mehrfaches Umkristallisieren aus Essigester oder Ather ge- 
reinigt. F. 83 bis 84°. Besonders reine Priparate (F. 84°) lassen sich 


durch Verseifen des Acetats (s. unten) gewinnen. 
Klementaranalysen: 0,0361 ¢ 0.0995 ¢ CO,, 0,0409 ¢ H,O; 0,0327 g 
0,0900 g CO,, 0.0377 g H,O. 

Molekularbestimmung nach Rast: 0,0100 g in 0,0921 g Campher gelést : 
A 8.0°, Mol 542. 

Molekularbestimmung nach Rieche: 0,0290g in 3,400 g Benzol: 
A 0.0410, Mol 535. 

6. Bestimmung der Hydroxylgruppen nach Tschugae{{-Zerewitinow. 
0,2083 g¢ werden in 15cem absolutem, trockenem Pyridin gelést und im 
Apparat von Zerewitinow der Einwirkung von Grignards Reagens (Methyl- 
magnesiumjodid in Amyliather) unterworfen. Bei 16° und 760mm Druck 
entwickeln sich 18,0cem Methan. Gefunden: ree = See 6,2°% OH, 

0,2083 
fiir Cy, Hy.(OH),0, berechnet 6,4°,, fiur Cy;Hy;(OH),O0 berechnet 9,65 ° 

7. Acetylierung. a) Mit Na-Acetat und Essigsdureanhydrid. 0,5 g mit 
lg entwiissertem Na-Acetat und 10g Essigsiureanhydrid 1 Stunde aut 
100° erwairmt, dann in Eiswasser gegossen, einige Stunden zur Zerstérung 
des iiberschiissigen Anhydrids stehengelassen, filtriert, mit Wasser ge- 
waschen, getrocknet. Ausbeute 0,55g¢ roh. Zweimal aus absolutem 
Athylalkohol wmkristallisiert. Schmp. 52° (korr.), bleibt bei weiterem 
Umkristallisieren konstant. 

0,2 g des Priparates liefern im Apparat von Zerewitinow kein Methan. 
Analyse: 0,0425g = 0,1130 g CO, 0,0466 g H,O; 0,0475 g = 0,1262 g COs, 
0,0498 g H,O. Gefunden C 72,51 und 72,46, H 11,94 und 11,73. Berechnet 
fiir ('y, Hgg04(CO . CHy)p = C 72,47, H- 11,85. 

Molekulargewichtsbestimmung (Rieche): 0,0236g¢ in 3,350 g Benzol 
A 0,030°. Mol gefunden 604, berechnet 612,6. 

Mikroacetylbestimmung nach Kégl gelingt nicht; das in Wasser vollig 
unlésliche Acetat 1i8t sich mit Barytlauge auch bei langem Kochen nicht 
verseifen. Als Verseifungszah! mit alkoholischer KOH ergibt sich 175,3 und 
176,0,‘entsprechend 13,4 und 13,5°, CH,.CO; berechnet fiir Diacetat 
14,0°., fiir Triacetat 19,7°, Acetyl. 

0,4032 g verbrauchten 0,0701 g KOH; 0,4010 g verbrauchten 0,0707 g 
KOH. Der wieder frei gemachte Ascarylalkohol zeigte Schmp. 84°. 

b) Mit Pyridin-Essigsdureanhydrid. 0,5 ¢ Ascarylalkohol werden mit 
auf 0° abgekiihltem Gemisch von 10 cem Pyridin und 10g Essigséure- 
anhydrid 24 Stunden bei 0° und dann 48 Stunden bei Zimmertemperatur 
gehalten. Reaktionsgemisch in kaltes Wasser eingetragen und wie bei a) 
weiterbehandelt. Schmp. 52°. 

Analyse 0,0486 g = 0,1295 g CO,, 0,0512 g H,O, entsprechend © 72,6, 
H 11,79°,. 

8. Benzoylierung. 0,5 g in 10 g Pyridin mit 10 g Benzoylchlorid 3 Tage 
bei Zimmertemperatur. Gemisch wird in Wasser gegossen, mit Ather auf- 
genommen und mit verdiinnter Schwefelsiiure und Wasser geschiittelt. 
Der Ather wird verdunstet und der Riickstand zur Entfernung von Benzoe- 
siureanhydrid und Benzoesiure mit Methylalkohol gekocht; es wird mit 
Ather aufgenommen und mit verdiinntem Ammoniak ausgeschiittelt, bis 
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alle Benzoeséiure entfernt ist, was betrachtliche Zeit in Anspruch nimmt. 
Der Atherriickstand wird dreimal aus absolutem Alkohol wmkristallisiert. 
Schmp. 37°. 

Analyse: 0.0442 ¢ = 0.1252 g CO, 0.0409 ¢ h,O. Gefunden C 76,64, 
H. 10,36°,, berechnet fiir Dibenzoat C 76,57, H 10,40°,. 


Zusammenfassung, 


Dem von Flury im ,,Fett’ von Ascariden aufgefundenen Ascaryl- 
alkohol geben wir die vorldufige Bruttoformel C53 HggO, gegeniiber der 
Fluryschen Formel C3,H,,0,, auf Grund der Elementaranalyse, der 
Molekulargewichtsbestimmung (gefunden 542 baw. 535 gegen 528.6 
berechnet), sowie aus der Uberlegung heraus, daB an der Konstitution 
des Ascarylalkohols ein Glycerinkomplex beteiligt sei. So kommt dic 
ungerade C-Zahl zustande. Eine Doppelbindung lieB sich nicht nach- 
weisen. Der Ascarylalkohol ist acetylierbar und benzoylierbar: er 
liefert ein Diacetat mit Schmp. 52° und ein Dibenzoat mit Schmp. 37°. 
Der Schmelzpunkt des reinen Ascarylalkohols liegt bei 84°. Reinste 
Priparate kénnen durch Verseifung des Diacetats gewonnen werden. 
Der Ascarylalkohol liBt sich auch ohne vorherige Verseifung aus dem 
,,Gesamtfett’’ durch Fraktionierung gewinnen. Bei der Verseifung 
des Gesamtfettes entsteht soviel Glycerin, daB es nicht nétig ist, eine 
Bindung des Ascarylalkohols an Fettsiuren als vorgebildet anzunehmen. 
Mit Grignards Reagens lieBen sich zwei OH-Gruppen durch Methan- 
bildung nachweisen. Das Diacetat liefert mit Grignards Reagens kein 
Methan. Bei Erwairmen auf héhere Temperaturen entwickeln = sich 
stechende Diaimpfe (Acrolein). Es handelt sich nicht um eine ather- 
artige Verbindung von Glycerin mit einem héheren Alkohol, denn 
das Glycerin laBt sich durch Verseifung nicht abspalten, wie bei anderen 
Verbindungen dieser Struktur (Batylalkohol usw.). Es ist wahrschein- 
lich, daB die beiden restierenden O-Atome des Ascaryvlalkohols in 
anderweitiger itherartiger Bindung vorhanden sind. Carbonylgruppen 
sind unwahrscheinlich. Dem Ascarylalkohol kommt eine spezifische 
biologische Funktion zu, vielleicht die eines Schutzes gegen die Ein- 
wirkung des Lebensmilieus. 











Die wirkliche und scheinbare Amylasemenge 
in verschiedenen Getreidearten vor und wihrend der Keimung. 


Von 


T. Chrzaszez und J. Janicki. 


(Aus dem Institut fiir Landwirtschaftliche Technologie der Universitat in 
Poznan. ) 


(Eingegangen am 10, August 1933.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


Unsere vorhergehenden Untersuchungen stellten fest, daB die 
Sistoamylase in Malzen verschiedener Getreidearten in verschiedenen 
Mengen vorkommt!, auBerdem konnte gezeigt werden, daB deren 
Wirkung einerseits von der Menge der schon vorhandenen bzw. zu- 
gegebenen Eleutoamylase?, andererseits von der Konzentration und 
Art der Herstellung des Malzauszuges abhangig ist. Im Buchweizen- 
malz konnten sehr groBe Mengen von Sistoamylase sowohl in den 
Keimlingen als auch im Malzkornrest festgestellt werden®, bei den 
Malzen anderer Getreidearten dagegen fast nur im Malzkorn. Die 
vorliegenden Untersuchungen sollten deshalb folgende Fragen aufklaren: 

1. Ist Sistoamylase schon im ruhenden Getreidekorn vorhanden, 
oder wird sie erst wahrend der Keimung gebildet ? 

2.’ Wenn letzteres der Fall ist, d.h. wenn die Sistoamylase erst 
wahrend der Keimung gebildet wird, so sollte festgestellt werden, in 
welchem Stadium der Keimung sie auftritt, und wann deren Menge 
am gr6Bten ist, weiterhin sollte untersucht werden, in welchem Zu- 
sammenhang die Bildung der Amylase zu derjenigen der Sistoamylase 
bei verschiedenen Getreidearten wahrend der Keimung steht. 


Die Sistoamylase in verschiedenen ruhenden Getreidearten. 


Zu unseren Untersuchungen wurden folgende Getreidearten verwendet : 
Gerste, Weizen, Roggen, Hafer, Mais-Gelb, Mais-Pferdezahn, Hirse und 
Buchweizen. Von jeder wurden je drei 5°,ige wisserige Ausziige hergestellt, 


1 T’. Chrzqaszcz u. J. Janicki, diese Zeitschr. 264, 192, 1933. 
2 Ebenda 268, 250, 1933. 
3 Ebenda 260, 354, 1933. 








Sistoamylase in ungekeimten Getreidearten. 


Tabelle I. 
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262 T. Chrzaszez u. J. Janicki: 


sowohl mit Zugabe von 1 bzw. 3¢ Pepton auf 100 ccm Wasser, als auch 
ohne Peptonzugabe. Nach einstiindigem Schiitteln im Schiittelapparat 
(60 Umdrehungen in 1 Minute) wurden in den vorher filtrierten Ausziigen 
die Amylase bzw. thre drei Funktionen bestimmt. Die starkeverfliissigende 
Kratt wurde nach der Methode von Pollak-Chrzaszcz-Pierozek* festgestellt. 
Uber die anderen Einzelheiten der Ausfiihrung der Bestimmung sei auf 
die vorhergehenden Abhandlungen hingewiesen. Die erhaltenen Resultate 
sind in Tabelle [ zusammengestellt. 

Wie aus den Angaben der obigen Tabelle hervorgeht, ist die Sisto- 
amvlase schon in den ungekeimten Getreidearten vorhanden, wenn 
auch nur in sehr geringen Mengen. Die Getreidearten kénnen hin- 
sichtlich dieser Menge in drei Gruppen eingeteilt werden: 

1. Getreidearten, die durch Pepton verhaltnismaBig stark beein- 
fluBt werden, also ziemlich viel Sistoamylase enthalten (Gerste). 

2. Getreidearten, welche wenig Sistoamylase enthalten. Die 
verzuckernde Kraft der Getreidearten dieser Gruppe wird durch Pepton- 
zugabe nur sehr wenig oder gar nicht erhéht, ziemlich bedeutend da- 
gegen die dextrinierende und verfliissigende Kraft (Roggen, Weizen, 
Hafer, Mais-Gelb). 

3. Getreidearten, bei welchen die Peptonzugabe einen ungiinstigen 
Einflu8 auf deren amylolytische Krafte ausiibt. Hierzu gehéren Buch- 
weizen, bei welchen die verzuckernde Kraft durch Peptonzugabe ver- 
mindert, ferner Hirse und Mais-Pferdezahn, bei welchen die dextri- 
nierende Kraft geschwacht wird. Die starkeverfliissigende Kraft zeigt 
jedoch auch bei diesen Getreidearten nach Peptonzugabe eine starkere 
Wirkung. 

Es sei noch die Tatsache hervorgehoben, dali das gegenseitige Ver- 
haltnis der einzelnen amylolytischen Kréafte bei verschiedenen Getreide- 
arten sich ganz verschieden gestaltet. Bei schwacher stérkeverfltissigender 
Kraft und ganz verschiedener dextrinierender Kraft ist namlich die starke- 
verzuckernde Kraft verhaltnismaBig groB bei Weizen und Roggen, nur 
mittelgroB dagegen bei Gerste und ganz klein bei den tibrigen Getreidearten. 


Die Sistoamylase withrend der Keimung verschiedener Getreidearten. 
Aus Gerste, Roggen, Weizen, Hafer und Buchweizen wurden Malze 
durch 15- bis 2ltagige Keimung (je nach der Getreideart) bei einer 
Temperatur von etwa 12°C gehalten. Die Proben wurden in Abstanden 
von 2 bis 3 Tagen dem Malz entnommen, auf dem Faust-Heim-Abdampf- 
apparat bei 30 bis 35°C getrocknet und aufbewahrt. 


Gerstenmalz. 


Von jeder Malzprobe wurden zwei Ausziige hergestellt, und zwar ein 
Auszug ohne und einer mit Peptonzugabe (1 g Pepton auf 100 cem Wasser). 
In jedem der so erhaltenen Ausziige wurde die amylolytische Kraft bestimmt. 


1 Diese Zeitschr. 256, 252, 1932. 
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Um festzustellen, ob andere Gerstensorten sich ahnlich wahrend 
der Keimung verhalten, verwendeten wir auBerdem cine Brennerei- 
gerste. Die erhaltenen Malzproben wurden auf gleiche Art  her- 
gestellt und untersucht (Tabelle ITT). 

Wenn die Mengen der starkeverzuckernden, dextrinierenden und 
verfliissigenden Kraft, welche in den einzelnen Stadien der Keimung 
festgestellt wurden, in Prozenten ausgedriickt werden, wobei der erzielte 
Héchstwert der einzelnen Funktionen als 100°, angenommen wird, 
so erhalt man in graphischer Darstellung Abb. 1 und Abb. 2. 
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WO 16 156 200 500 32072 
Keimung in Stunden 
Abb. 1. Gerste I. 


Wirklicher Amylasegehalt: A= verzuckernde Kraft; B = ver- 
fliissigende Kraft; ( = dextrinierende Kraft (blau-violettes Sta- 
dium); ) = dextrinierende Kraft (Achroo-Stadium). 
Scheinbarer Amylasegehalt: a == verzuckernde Kraft: b = ver- 
fliissigende Kraft; ¢ = dextrinierende Kraft (blau-violettes Sta- 
dium); d = dextrinierende Kraft (Achroo-Stadium). 

Die Untersuchungen zeigen, daB in jedem Stadium der Keimung 
drei Amylasewerte unterschieden werden kénnen: 

1. Die direkt in Wasser iibergehende Amy!asenmenge, welche wir 
als ,,scheinbare Amylasemenge* bezeichnen wollen. 

2. Diejenige Amylasemenge, welche nur bei Anwesenheit geniigender 
Menge von Pepton in Wasser iibergeht. Diese ist im Vergleich mit 
scheinbarer Amylasemenge viel gréBer ; sie sei als die ,,wirkliche Amylase- 
menge** bezeichnet. 

3. Der Unterschied zwischen diesen beiden GréBen ergibt die Menge 
der gebundenen Amylasemenge, welche erst nach Peptonzugabe in 





266 T. Chrzaszez u. J. Janicki: 


Losung tibergeht. Sie ist quantitativ identisch mit der Menge der 
aktiven Sistoamylase. Die tatsdchliche Sistoamylasemenge ist in 
Wirklichkeit noch etwas gréBer als die der wirksamen Sistoamylase, 
weil die auf Amylase untersuchten Materialien auch kleine Mengen 
von natiirlichen Eleutosubstanzen enthalten, die einen Teil von dieser 
ausschalten. 





Keimung in Stunden 
Abb. 2. Gerste II. 
Unterschrift siehe Abb. 1. 


In den ersten Tagen der Keimung werden nur kleine Mengen von 
Amylase und Sistoamylase gebildet. Die staérkeverzuckernde Kraft 
erreicht zuerst ihr Maximum. Die Zunahme der starkeverzuckernden 
Kraft ist bis zum achten Keimtage verhaltnismaBig klein, vergréBert 
sich dann aber schnell, um am 12. bis 13. Keimtage ihr Maximum zu 
erreichen; spaéter schwankt sie und weist eine bald gréBere, bald 
schwachere Kraft auf. Die wirkliche Amylasemenge zeigt dagegen 
viel kleinere Schwankungen. 

Die starkeverfliissigende Kraft ist in den ersten vier bis fiinf Keim- 
tagen ganz klein, dann aber steigt ihr scheinbarer Wert wahrend der 
21tagigen Keimung dauernd. Die wirkliche starkeverfliissigende Kraft 
erreicht ihr Maximum schon in 18 bis 20 Keimtagen. 

Interessant ist das Verhalten der dextrinierenden Kraft. Sie 
oszilliert zwischen der verzuckernden und verfliissigenden Kraft, was 
demnach auf eine Abhangigkeit von diesen beiden Kraften hinweist. 
In den ersten 6 Keimtagen ist sie ganz schwach, darauf wachst sie 





klei 
dan 
ilso 
wer 
\m 
spa 
kun 


Her 
wire 
Sist 
arbe 
wire 
Hoc 


die 

Mer 
Da 

geb 
Hin 
von 
Mal 
halt 
10° 
zug 
lg 


Sta 
erre 


Mal 


Sist 
bet: 
60 © 
In 

Kre 


etw 


Amylasemenge in verschiedenen Cetreidearten. 2067 


tufenweise. Es ist auffallend, daB das blauviolette Stadium mehr 
mit der verzuckernden Kraft korrespondiert, wahrend das Achroo- 
stadium sich mehr der verfliissigenden Kraft zuneigt. 


Die Sistoamylase, welche in der ungekeimten Gerste nur in sehr 
kleinen Mengen vorhanden ist, nimmt bis zum achten Keimtage langsam, 
dann aber schnell zu. Es ist auffallend, daB gerade vom achten Keimtage, 
iso von dem Tage an, wo gréBere Mengen der Sistoamylase gebildet 
werden, gewChnlich eine sehr starke Schwankung der scheinbaren 
Amylasemenge auftritt. Die wirkliche Amylasemenge zeigt erst viel 
spater, und zwar erst gegen den 16. bis 18. Keimtage gréBere Schwan- 
kungen, 

Die obigen Untersuchungen werfen ein interessantes Licht auf die 
Herstellung von Malzen fiir Brauerei- und Brennereizwecke. Brauereimalz 
wird bekanntlich etwa 8 Tage gekeimt, also bis zu dem Tage, an dem die 
Sistoamylase anfangt, sich stark zu bilden. Die Brennereiindustrie dagegen 
arbeitet mit sogenanntem langen Malz, welches 16 bis 21 Tage gettihrt 
wird, also bis zu dem Tage, an dem die wirkliche Amylasemenge thren 
Hoéchstwert erreicht. 

In einer vorhergehenden Veréffentlichung haben wir gezeigt, dal 
die Wirkung der Sistoamylase des Gerstenmalzes nicht nur von deren 
Menge, sondern auch von der Konzentration des Malzauszuges abhangt. 
Da die Sistoamylase erst nach dem achten Keimtage in gréBeren Mengen 
gebildet wird, so war es interessant, festzustellen, wie sich in dieser 
Hinsicht Ausziige von sechstégigem Malz, also mit einer kleinen Menge 
von Amylase und Sistoamylase, im Vergleich mit einem langgefiihrten 
Malz, das also viel Amylase, aber auch viel Sistoamylase enthilt, ver- 
halten werden. Zu diesem Zwecke wurden je zwei 1-, 2-, 4-, 6-, 8- und 
10°, ige Malzausziige hergestellt, einer ohne und der andere mit Pepton- 
zugabe, und zwar bei einer Konzentration bis zu 4°,, auf je 1g Malz 
1 g Pepton, bei héherer Konzentration auf 100 com Wasser 4g Pepton. 


Die dextrinierende Kraft ist in Tabelle IV auf das rotbraune 


Stadium bezogen, da der Achroopunkt nach 3'/, Stunden noch nicht 


erreicht war. 


Auf ahnliche Weise wurden Untersuchungen mit einem 21 tagigen 
Malz durchgefiihrt (Tabelle V). 


Die vorliegenden Untersuchungen weisen darauf hin, daf sich die 
Sistoamylase in Kurz- und Langmalz ahnlich verhalt, in beiden Fallen 
betragt in 1°,igen Ausziigen die scheinbare verzuckernde Kraft etwa 
60°, die dextrinierende und lésende Kraft dagegen nur etwa 40°,,. 
In 10°, igen Ausziigen dagegen betragt die scheinbare verzuckernde 
Kraft iiber 90°, die dextrinierende und verfliissigende Kraft dagegen 
etwa 60°. 
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270 T. Chrzaszez u. J. Janicki: 


Roggenmalz. 


Von den verschiedenen Stadien der Roggenkeimung wurden wie be 
Gerstenmalz 1°,ige Malzausziige hergestellt und ihre amylolytische Kraft 
bestimmt. Die erhaltenen Resultate sind in der Tabelle VI zusammengestellt 


Die Amylasemenge der ein- 





\ A zelnen Stadien der Keimung wurd: 
100: 8-——— = ects ° ° Y j 
samhanieien wie bei der Gerste in Prozenten 
90 des erreichten Héchstwertes umge 
F rechnet und gab nebenstehendes 
” ; c+ Bild: 
je 
70¥ — Die Amylasebildung — des 
“a Roggenmalzes zeigt ein ganz 
3 anderes Bild als dasjenige des 
8 Gerstenmalzes. Die Sistoamylase- 
y= . 
x menge ist hier verhaltnismaBig 


klein, und deswegen zeigen die 
Kurven, welche die Mengen der 
einzelnen amylolytischen Funk- 
tionen darstellen, nur kleine 
Schwankungen. Das Roggenmalz 


& &§ § 8 














10 
j zeigt schon nach 3 Tagen ziemlich 
sd 6 709 87 20 28 or as eroBe Amylasemengen. Die ver- 
Keimung in Stunden zuckernde Kraft erreicht schon 
Abb. 3. binnen 7 Tagen ihr Maximum, die 
Untersehrift siehe Abb. 1. stirkeverfliissigende steigt dagegen 


weiter an und erreicht ihr Maxi- 
mum erst in 12 bis 16 Keimtagen. Die dextrinierende Kraft liegt 
auch hier zwischen der verzuckernden (blau-violettes Stadium) und 
der ‘stirkeverfliissigenden Kraft (Achroostadium). 


Ein Abtrennen der Keimlinge ist fast ohne Einflu8 auf das Bild 
der Amylasebildung. 


Weizenmalz. 

Von diesem Malz wurden identische Ausziige wie bei den vorher- 
gehenden Malzen hergestellt und deren amylolytische Kraft in der 
Tabelle VII zusammengestellt. 

Auf Grund der erhaltenen Zahlen ist die Amylasebildung in Abb. 4 
graphisch dargestellt. 

Das Bild der Amylasebildung des Weizenmalzes ist dem des 
Roggenmalzes sehr éhnlich. Auch hier haben wir wenig Sisto- 
amylase, deren Menge wahrend der Keimung nur schwach zu- 
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Amylasemenge in verschiedenen Getreidearten. 
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Die Schwankungen der 


nimmt. 
sind unbedeutend. 


/ 
100 


90 





Krafte 


einzelnen amylolytischen 
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Keimung in, Stunden 
Abb. 4. 


Unterschrift 


Hafermalz. 

Die analog wie bei den 
anderen Malzarten hergestellten 
Ausziige zeigten folgende amylo- 
lytische Kraft (Tabelle VIII). 

Auf Grund der Tabelle VIII 
wurden Kurven des _ Prozent- 
gehaltes der  Amylasemenge 
wahrend der Haferkeimung in 
Abb. 5 dargestellt. 

Das Bild der amylolytischen 
Kraft des Hafermalzes in ver- 
schiedenen Stadien stellt sich im 
Vergleich mit den vorhergehen- 
den Malzarten ganz verschieden 
dar. Die amylolytische Kraft 
des Hafermalzes ist verhaltnis- 
maBig klein, gleichzeitig ist 
auch die Menge der Sistoamylase 





siehe Abb. 1. 





Keimung tn Stunden 
Abb, 5. 
Unterschrift siehe Abb. 1. 
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Amylasemenge in verschiedenen Getreidearten. 


gering. 


or 


mide 


Die einzelnen Funktionen der amylolytischen Kraft steigen 


langsam und ziemlich regelmaBig an und zeigen deshalb in graphischer 


Darstellung schrag aufsteigende, fast gerade Linien. 


Es sei darauf hingewiesen, 
daB hier die dextrinierende 
Kraft sehr langsam bis zum 
Achroopunkt steigt, dai auBer 
dem gegen Schlub’ des Dextri- 
nierungsprozesses eine — griine 
Farbe bzw. Nuance mit Jod 
zum Vorschein kommt, und dal 
dieser Umstand die Bestimmung 
des Endpunktes der Dextrinie- 
rung sehr erschwert. 


Buchweizenmalz. 


Es wurde Malz mit und 
ohne Keimlinge untersucht, 


indem je zwei 5°,ige Malz- 


auszuge hergestellt und zu 
dem einen bei der Zuberei- 
tung 5g Pepton zugesetzt 


In den so erhaltenen 
Ausziigen wurde die amylo- 
lytische Kraft bestimmt und 
die Ergebnisse der Ta- 
belle IX zusammengestellt. 

Auf Grund der Tabelle [IX 
wurden die Resultate  gra- 
phisch in Abb. 6 und 7 dar- 
gestellt. 


wurden. 


in 


Man sieht also, daB die 
amylolytische Kraft des Buch- 
weizenmalzes sich ganz anders 
als diejenige der vorhergehen- 
den Malze darstellt. Es fallt 
auf, daB bei dem Buchweizen- 
malze nicht wie bei anderen 


Malzen zuerst die verzuk- 
kernde, sondern die starke- 


verfliissigende Kraft ihr Maxi- 
mum erreicht. 

Das Maximum der schein- 
baren Amylasemenge wird in 
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Unterschrift siehe Abb. 1. 
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Abb. 7. 
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twa 7 bis 9 Tagen erreicht, bei dem Buchweizenmalz ohne Keimlinge 
dagegen erst 2 Tage spater. Nach der Erreichung des Maximums beginnt 
ine schnelle Abnahme der scheinbaren Amylasemenge, so daB bei dem 
Buchweizenmalz mit Keimlingen schon nach 15 Tagen fast keine amylo- 
ivtische Kraft nachgewiesen werden kann. Bei dem Buchweizenmalz 
ohne Keimlinge sehen wir ebenfalls eine schnelle Abnahme der schein- 
haren Amylasemenge, aber selbst nach dem 15. Keimtage kann noch 
eine, wenn auch kleine amylolytische Kraft festgestellt: werden. 

Die wirklichen Amylasemengen gestalten sich jedoch ganz anders. 
Sie steigen schnell an und erreichen zwischen dem 11. und 16. Keimtage 
ihr Maximum. Die verfliissigende Kraft der wirklichen Amylasemenge 
bleibt nach Erreichung des Maximums unverandert, die verzuckernde 
und dextrinierende Kraft dagegen zeigt dann eine Abschwachung. Bei 
der Bestimmung des Achroopunktes der dextrinierenden Kraft kommt 
oft eine grime Farbe bzw. Nuance zum Vorschein, ahnlich wie bei der 
Amylase des Hafermalzes. 


Diskussion. 

Die vorliegenden Untersuchungen gestatten es uns festzustellen, 
daB unter dem Begriff der Amylasemenge verschiedener Getreide und 
daraus erhaltener Malzarten drei verschiedene Werte unterschieden 
werden kénnen, und zwar: die scheinbare Amylasemenge, die wirkliche 
Amylasemenge und die Menge der Sistoamylase. 

Die Amylase zeigt stets dreierlei Funktionen, und zwar die starke- 
verfliissigende, dextrinierende und verzuckernde Kraft, welche jedoch 
in den verschiedensten Verhaltnissen zuecinander stehen, worauf einer 
von uns schon friiher hingewiesen hat!. 

Besonders merkwiirdig erscheint das gegenseitige Verhaltnis der 
einzelnen amylolytischen Funktionen bei Beriicksichtigung der Oh/sson- 
schen Hypothese, nach der in ungekeimten Getreidearten nur Saccha- 
rogenamylase vorkormmen soll. Wie aus den Untersuchungen hervor- 
geht, besitzt die Amylase des Roggens eine gréBere dextrinierende 
Kraft als die des Weizenmalzes, gleichzeitig aber zeigt sie eine schwachere 
verzuckernde und verfliissigende Kraft. Die dextrinierende und ver- 
fliissigende Kraft der Amylase des Mais-Pferdezahns gleicht fast der 
toggenamylase, gleichzeitig aber ist die verzuckernde Kraft des Mais- 
Pferdezahns etwa 20mal schwacher. Die Haferamylase dagegen, die 
eine etwas schwachere starkeverfliissigende Kraft als die der Gersten- 
amylase zeigt, besitzt gleichzeitig eine etwa zweimal kriftigere dextri 


1 T. Chrzqszcz, Zeitschr. f. Spiritusind. $2, Nr. 45-50, 1909; 7. Chrzaszez 
u. K. Terlikowski, Wochenschr. f. Brauerei 28, 510, 1912; 7’. Chrzaszez, 
ebenda 30, 538, 1913. 
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nierende, dagegen aber eine etwa sechsmal schwachere verzuckernd 
Kraft. 

Sehr interessant und charakteristisch stellt sich die Amylasemeng: 
wahrend der Keimung verschiedener Getreidearten dar. Es zeigt sich 
vor allem, daB das Bild der Amylasemenge und das gegenseitige Ver- 
haltnis ihrer drei Funktionen individuell und von der Getreideart 
abhangig ist. Die Kurven der einzelnen Funktionen der Amylase sind 
beim Hafermalz geradlinig und zusammenlaufend, beim Roggen- und 
Weizenmalz sind sie bogenférmig, bei der Gerste dagegen bilden. sic 
eine schrig laufende Linie, die bald in eine Zickzacklinie iibergeht. 
bei Buchweizenmalz wiederum zeigen die Kurven eine zuerst auf. 
steigende, dann stets abfallende Linie. 

Die Bilder der scheinbaren Amylasemenge zeigen ferner, daB bei deren 
Bildung und Anhaufung irgendeine Hemmungserscheinung (Sistoamylase ) 
vorkommt, welche waihrend der Keimung je nach der Getreideart kraftige: 
oder schwacher auftritt. Dieser Hemmung wirkt eine andere Substanz 
entgegen (Eleutosubstanz), und darum zeigen die Amylasekurven je nach 
der Beseitigung des Hindernisses eine mehr oder weniger gerade ansteigende, 
oder bei noch teilweiser Hemmung eine gebrochen steigende oder fallende 
Linie. 

Wenn die Kurven des wirklichen Amylasegehalts mit denen des 
scheinbaren verglichen werden, so zeigt es sich, daB die ersteren steiler 
ansteigen und geradlinig verlaufen bzw. eine leichte Zickzacklinie 
aufweisen. Daraus geht hervor, daB die Peptonzugabe (Eleutosubstanz) 
die gréBten Hindernisse beseitigt hat und deshalb diese Amylasekurve 
geradlinig wird. Es mu8 aber angenommen werden, daB einige kleine 
Hindernisse noch verblieben sind, und daB deshalb die Kurven der 
wirklichen Amylasemenge noch keinen vollig geradlinigen Verlaui 
besitzen. 

Der Reihe nach seien noch die drei amylolytischen Funktionen 
der’ Amylase betrachtet. 

Die verzuckernde Kraft erreicht zuerst, die starkeverfliissigende 
dagegen am spatesten ihr Maximum, und zwar bei allen Malzarten, 
auBer bei dem Buchweizenmalz, bei welchem umgekehrt die starke- 
verfliissigende Kraft zuerst ihr Maximum erreicht. Die dextrinierende 
Kraft nimmt eine Stellung zwischen den zwei obigen Kraften ein, da 
die Kurven, welche das blauviolette Stadium der dextrinierenden 
Kraft darstellen, am meisten mit der verzuckernden Kraft, diejenige 
des Achroopunktes dagegen mit der starkeverfliissigenden Kraft korre- 
spondieren. Die Prozesse der Dextrinierung scheinen kompliziert zu 
sein. Unsere Beobachtungen zeigen, daB die dextrinierende Kraft 
manchmal schnell und glatt bis zum Achroopunkt verlauft, nicht selten 
aber scheint ein Hindernis vorzukommen, wodurch, obwohl der blau- 
violette Punkt schnell erreicht wird, der weitere Abbau aber langsam 
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or sich geht. Es zeigt sich manchmal, da die dunkleren Farben 
braunrot) lange bestehen bleiben, um dann in eine schmutziggelbe 
Varbe unter EiweiBabscheidung iiberzugehen. In cinem anderen Falle 
dextriniert ein Teil der Starke schwer. Die Farben werden in diesem 
Palle bei der Dextrinierung immer heller, behalten aber immer cine 
blaue Farbe, und man kann sogar noch bei der Gelbfairbung Spuren 
der blauen Farbe mit Jod beobachten. Manchmal kommt am Ende 
der Dextrinierung eine griine Farbe zum Vorschein: oft wurde dieser 
beim Hafermalz beobachtet. 

Nicht nur bei der Getreideamylase selbst zeigen die drei amylolyti- 
schen Teilfunktionen in ihrem Verhaltnis zueinander groBe Unter- 
schiede. Dasselbe kénnen wir auch bei dessen verschiedenen Keimungs- 
stadien feststellen. Bei dem Weizenmalz finden wir also die griBte 
verzuckernde und dextrinierende Kraft, die starkeverfliissigende Kraft 
ist dagegen am gr6Bten beim Roggenmalz. Bei dem Gerstenmalz ist 
wieder die verzuckernde Kraft gréBer als beim Roggenmalz, die dextri- 
nierende und verfliissigende Kraft des ersteren ist dagegen bedeutend 
geringer. Das Verhaltnis der verfliissigenden zu der verzuckernden 
Kraft ist bei dem Hafermalz viermal gréBer als beim Gerstenmalz. 
Auch bei den einzelnen Stadien der Keimung verschiedener Getreide- 
arten kann man erkennen, daB zwischen den einzelnen amylolytischen 
Funktionen nur quantitative Unterschiede gefunden werden kénnen. 

Je nach der Getreideart bilden sich wahrend der Keimung ver- 
schiedene Mengen von Sistoamylase, ganz kleine Mengen beim Hafer-, 
die gréBten Mengen dagegen beim Buchweizenmalz. Je mehr Sisto- 
amylase in dem Malz vorhanden ist, desto mehr schwankt die scheinbare 
Amylasemenge in ihren drei Funktionen. 

Auf Grund obiger Darstellung glauben wir annehmen zu diirfen, 
daB die Amylase als ein Modell mit drei Funktionen anzusehen ist, 
deren Wirkung und quantitative Unterschiede im groBen MaBe von 
den die Amylase begleitenden Substanzen abhangig sind, die wir als 
Sisto- und Eleutosubstanzen benannt haben. 

Nach £.Ohlssons Autfassung sollen in der Amylase zwei Enzyme 
unterschieden werden, und zwar die Saccharogen- und Dextrinogen- 
amylase', welche beide die verzuckernde und dextrinierende Kraft in sich 
vereinigen sollen, jedoch in einem verschiedenen gegenseitigen Verhaltnis. 
Durch entsprechende Anwaérmung bzw. Ansiuerung soll das erste bzw. 
zweite Enzym vernichtet werden. In den ungekeimten Getreiden soll nur 
die Saccharogenamylase vorkommen, die Dextrinogenamylase soll erst 
etwa am siebenten Keimtag entstehen, und in 2 Tagen soll deren Bildung 
zum Stillstand kommen. Bei unseren Untersuchungen fanden wir nirgends 
eine solche plétzliche Bildung von dextrinierender Kraft, letztere zeigt 


1 EB. Ohlsson u. N.Gunborg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 204, 89, 1931. 
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dagegen stets ein mehr oder weniger regelmaBiges Anwachsen wihre 
der ganzen Keimungsdauer. 

Kine kraftige Unterstiitzung unserer Ansichten finden wir in den 
Untersuchungen von A.Oparin und Mitarbeitern', die aber gleich. 
zeitig gegen die Hypothese von Ohlsson und Gunborg  sprechen 
Diese Autoren beweisen, daB die Amylase eines Malzauszuges durch 
Anwarmen inaktiviert wird, indem sie durch das durch Warme koagu- 
lierte EiweiB adsorbiert wird, was jedoch durch Peptonzugabe verhindert 
werden kann. In den ersten Keimtagen enthalten die Malzausziige 
bekanntlich wenig EiweiBabbauprodukte. Die Ausziige der jungen 
Malze sind also selbst gegen Warme sehr empfindlich, und die Amylase 
wird deshalb durch Anwarmen leicht teilweise oder sogar ganz inaktiviert 
Bei langerer Keimung bilden sich in den Malzen viel EiweiBabbau- 
produkte, welche die in dem Malzauszug vorhandene Amylase teilweise 
oder ganz bei schwachem Anwarmen schiitzen. Dieselbe Inaktivierung 
konnte durch py-Verschiebung des Malzauszuges erhalten werden, 
durch Peptonzugabe aber wieder ganzlich aufgehoben werden. 

An anderer Stelle haben wir schon die Bemerkung gemacht, daB die 
Getreide und die aus diesen gewonnenen Malze verschiedene Mengen von 
Sisto- und Eleutosubstanzen enthalten, welche auf verschiedene Art aut 
die einzelnen Funktionen der Amylase einwirken. In diesen Substanzen 
soll man demnach hauptsachlich die Ursache des verschiedenen Verhaltens 
der einzelnen amylolytischen Krafte suchen. Eine weitere Stiitze unserer 
Ansicht, da das Verhalten der einzelnen Funktionen der Amylase haupt- 
saichlich von den Sisto- und Eleutosubstanzen abhangig ist, finden wir 
in den neuesten Untersuchungen von Weidenhagen? iiber die sogenannte 
Amylokinase. Waldschmidt-Leitz* gab an, daB er einen spezifischen Aktivator 
der Amylase gefunden habe. Rk. Weidenhagen konnte jedoch feststellen. 
daB die Amylokinase auf gereinigte Amylase nicht einwirkt, und seine! 
Ansicht nach soll es sich hier nicht um einen spezifischen Aktivator, sondern 
um eine Substanz handeln, die gewisse Hemmungserscheinungen in den 
rohen Enzymausziigen aufhebt. Wir kénnen also demnach die Amylokinase 
als eine Eleutosubstanz betrachten, welche die durch Sistoamylase hervor 
gerufene Hemmung aufhebt. 


Zusammenfassung. 
Unsere Untersuchungen iiber die Amylase verschiedener Getreide- 
arten vor und wahrend der Keimung fiihren uns zu folgenden SchluBb- 
folgerungen: 


1. Jedes amylasehaltige Produkt enthalt: 


1 4. Oparin u. S. Manskaja, diese Zeitschr. 260, 170, 1933; A. Oparin 
u. A. Kurssanow, ebenda 256, 190, 1932. 

2 Zeitschr. d. Ver. deutsch. Zuckerind. 88, 505, 1933. 

3 E. Waldschmidt-Leitz u. A. Purr, Zeitschr. f. physiol. Chem. 208, 
117, 1931. 
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Amylasemenge in verschiedenen Cetreidearten. 2s1 


a) eine scheinbare Amylasemenge, welche man durch direkte 

mylasebestimmung im wasserigen Auszug feststellt, 

b) eine wirkliche Amylasemenge, die man in Ausziigen mit 
eptonzusatz bestimmt, 

c) die Menge der Sistoamylase, welche den Unterschied der Amylase- 
menge b—a =e ergibt. 

2. Sistoamylase ist schon im ungekeimten Getreide vorhanden; 
ihre im tbrigen nur geringe Menge ist von der Getreideart abhangig. 

Wahrend der Getreidekeimung nimmt die Menge der Sistoamylase 
anfanglich langsam, sobald aber der Keimling die Kornlange erreicht 
hat, schnell zu. Je nach der Getreideart ist ihre Menge verschieden, 
am wenigsten enthalt Hafer-, am meisten Buchweizenmalz. 

3. Das Verhaltnis der drei Amylasefunktionen zueinander (der 
starkeverfliissigenden, dextrinierenden und verzuckernden Kraft) ist 
sowohl in verschiedenen Getreidearten verschieden, als auch wahrend 
deren Keimung; selbst wihrend der Keimung der einzelnen Getreide- 
arten unterliegt es bedeutenden Schwankungen. 

4. Graphisch dargestellt ergeben die scheinbaren Mengen der 
einzelnen Amylasefunktionen im gekeimten Getreide, in Prozenten 
ausgedriickt, Kurven von verschiedener Gestalt, beim Hafermalz 
eine fast gerade Linie, Roggen- und Weizenmalz zeigen bogenférmigen, 
Gerstenmalz schragen, zickzackartigen Verlauf, wahrend Buchweizen- 
malz eine erst aufsteigende und dann wieder abfallende Kurve erkennen 
laBt. Je mehr Sistoamylase im Malz vorhanden ist, um so zickzack- 
artiger ist der Kurvenverlauf. 

5. Pepton als Eleutosubstanz macht bei der wirklichen Amylase- 
menge der Malze den Kurvenverlauf geradlinig und vermindert dessen 
Schwankungen. 

6. Zuerst erreicht in allen Malzen auBer Buchweizenmalz ihr 
Maximum die verzuckernde, am spiatesten die starkeverfliissigende 
Kraft, bei Buchweizenmalz umgekehrt. Die dextrinierende Kraft 
oszilliert zwischen den beiden ersteren, indem die Dextrinierung bis 
zum blauvioletten Punkte sich der verzuckernden, zum Achroopunkte 
dagegen der starkeverfliissigenden Kraft nahert. 

7. Das quantitative Verhaltnis der drei Amylasefunktionen zu- 
einander und dessen Schwankungen in verschiedenen amylasehaltigen 
Produkten sind vor allem von der Menge der Sisto- und Eleutoamylase 
und deren Aktionsmedium abhangig. 











Uber die Wirkung yon Organextrakten auf Adrenalin’. 


Von 
Franz Schiitz. 


(Aus dem kgl. Universitats-Institut fiir allgemeine und experimentelle 
Pathologie, Mailand.) 


(Eingegangen am 24. Juni 1933.) 


Da das Adrenalin im Organismus durch Oxydation zerstért 
wird, ist durch viele Arbeiten (Trendelenburg u. a.2) sehr wahrschein- 
lich geworden. Adrenalinlésungen werden bekanntlich spontan unter 
Rotfarbung oxydiert, wobei diese Reaktion abhangig ist von Licht, 
‘Temperatur und der H-Ionenkonzentration der Lésung. Mit fallendem p,; 
nimmt die Eigenschaft der Spontanzersetzung allmahlich ab, um in 
stark saurem Milieu iiberhaupt nicht mehr vonstatten zu gehen. Dic 
Oxydation wird autokatalytisch beschleunigt (Kisch®, ,,Omega‘‘). 

In folgenden Versuchen sollte festgestellt werden, ob sich in Organ- 
extrakten ein spezifisch eingestelltes, wirksames Agens nachweisen 
laBt, das die Adrenalinoxydation beschleunigt. Neuberg* hat vor 
langem eine enzymatische Umwandlung des Adrenalins durch Melano- 
sarkom- und Tintenbeutelausziige festgestellt. Abderhalden und Guggen- 
heim® erzielten eine solche durch eine Oxydase des Pilzes russulu 
delica, Ransom® durch eine Kartoffeltyrosinase. Im normalen Organen 
wurde bisher keine solche Substanz nachgewiesen. Was die iibrige 
Literatur tiber den Adrenalinabbau im Organismus betrifft, beschaftigt 
sich die Mehrzahl der Autoren mit dem Studium der ,,Antagonisten” 
des Adrenalins. Zahlreiche Substanzen verschiedenster Art und Her 
kunft, konzentrierte Organextrakte wurden gefunden, die dem Versuchs 
tier eingespritzt, die Wirkung des Adrenalins zunichte machen konnten. 
Diese Substanzen wurden dann fiir den Adrenalinabbau verantwortlich 
gemacht. Im folgenden wurde nicht nach einem neuen Antagonisten 
gesucht, denn fast alle geniigend konzentrierten Organextrakte wirken 


1 Die Hauptergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden in einem vor 
der Ital. Ges. f. exp. Biol. am 28. Juni 1932 gehaltenen Vortrag vorlaufiy 
mitgeteilt. (Siehe Boll. della Soc. Ital. di Biol. sperim. 7, 7, 1932.) 

2 Heffters Handb. d. exper. Pharm. Berlin 1923. 

3 Diese Zeitschr. 220, 84, 1930; Klin. Wochenschr. 9, 1062, 1930. 

' Diese Zeitschr. 8, 383, 1907; Zeitschr. f. Krebsforsch. 8, 2, 1909. 

5 Zeitschr. f. physiol. Chem. 57, 329, 1908. 

6 New York med. J. 8, 407, 1912. 
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Wirkung von Organextrakten auf Adrenalin. 283 


1. blutdrucksenkend und sind so imstande, die Adrenalinwirkung 
unspezifisch aufzuheben, sondern es interessierte ganz allgemein die 
Oxrydation des Adrenalins: 1. ob in Organextrakten Katalysatoren 
lieser Oxydation festgestellt werden kénnen? 2. Wie  solche, falls 
achweisbar, auf die optischen Antipoden (l- und d-Adrenalin) wirken! / 


Methode. 


Prinzip. Zu gepufferten Adrenalinl6sungen bekannter Konzentration 
wurden stark verdiinnte Organextrakte zugesetzt und die im Dunkeln 
bei 37° auftretende Rétung direkt gegen gleichartig und gleichzeitig an- 
gesetzte Kontrollésungen kolorimetriert, in welch letzteren an Stelle der 
verdiinnten Extrakte destilliertes Wasser zugesetzt war. Es wurde also 
nicht die Abnahme des Adrenalins bestimmt, sondern das Auftreten des 
roten Oxydationsproduktes des Adrenalins *. 

Adrenalinlésungen. Alle Versuche wurden mit den Praparaten der 
I. G. Farbenwerke A.-G.: l- baw. d-Suprarenin. basic, synth. eryst. puriss. 
angestellt®. Es wurden mit n/10 HCl neutralisierte Lésungen hergestellt 
(auf 0,1 g Substanz 5,46cem n/10 HCl, meist mit einem UberschuB von 
0,04 cem n/10 HCl) und mit dem Puffergemisch aufgefiillt, so daB sich eine 
Konzentration von 1: 500 baw. seltener 1: 1000 ergab. Die so hergestellte 
Lésung wurde sofort, spatestens nach !/, Stunde verwendet. Bis zur Ver- 


wendung wurde sie bei Zimmertemperatur im Dunkeln gehalten. Das 
Puffergemisch wurde stets aus seinen Anteilen frisch hergestellt: ' ,; mol. 
Phosphate fiir py = 7,38, soweit nicht anders angegeben. In 50 cem fertiger 


Adrenalinlésung 1: 500 waren 44,5 cem Puffergemisch. Die Organe wurden 
stets frisch getéteten weiBen Ratten entnommen. Die Tiere wurden ent- 
weder durch Nackenschlag getétet oder es wurde in Athernarkose das Herz 
freigelegt und durch Einschneiden oder Absaugen mittels Spritze das Tier 
entblutet. Hierauf sterile Entnahme des Organs, feinstes Zerschneiden 


1 Klinisch wird ein Fehlen eines Inkrets stets auf irgendwie bedingte, 
verminderte Produktion in der Ursprungsdriise zuriickgefiihrt. So beim 
Diabetes: Fehlen des Insulins wegen Pankreas-Insel-Insuffizienz. Wie 
haufig sind jedoch — und das bestatigen mir erfahrene pathologische 
Anatomen — die Diabetesfaille mit intaktem Inselapparat! Nun kénnte 
doch, wie eine einfache Uberlegung zeigt, ein vermehrter Abbau dasselbe 
hervorrufen, wie eine verminderte Produktion (,;Hypofunktion"’), ein ge- 
hemmter Abbau wiederum dasselbe, wie vermehrte Produktion (,,Hyper- 
funktion‘). Ich fragte mich daher, ob fiir so wichtige Stoffe, wie es die Inkrete 
sind, nicht auch ein fein abgestimmter, regulierender Abbaumechanismus 
bestinde? Hierzu sind vielleicht die im folgenden mitgeteilten Befunde 
von Interesse. 

2 Ob der hier kolorimetrisch bestimmte Kérper identisch mit dem 
Kischschen Omega ist, laBt sich nicht ohne weiteres sagen. Die Lésungen 
enthalten wohl auch Omega, aber nebstdem vielleicht auch noch andere, 
teils ungefarbte Abbaustufen des Adrenalins. AKisch nennt nur den auto- 
katalytisch wirksamen Teil der roten Lésungen Omega. 

3 Die nétigen Versuchsmengen der Praiparate wurden mir von der wissen - 
schaftlichen Abteilung der J.G. Farbenindustrie A.-G. (,,Bayer—Meister 
Lucius*‘) freundlicherweise zur Verfiigung gestellt, woftir ich auch hier 
meinen besten Dank sage. 
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im Mérser, Zusatz etwa '/,ccm n/100 HCl (bei Organmenge einer Ratte: 
leber) und der doppelten Volumenmenge chemisch reinsten gegliihte 
Quarzsandes (Kahlbawm).  Griindliches Verreiben und dann Zusatz etwo 
der doppelten Volumenmenge (auf das Organ-Quarzsandgemisch bezoge: 
n/l00 HCl. 15 Minuten bei Zimmertemperatur stehengelassen und 6fter- 
umgertihrt, 10 Minuten zentrifugiert (Tourenzahl 2000), leem der oben 
stehenden klaren (bei Leberextrakt schwach rot gefarbten) Fliissigkeit 
auf 30, 40 oder 50 cem destillierten Wassers aufgefiillt und durch einfache- 
Faltenfilter mittlerer Dichte (Schill) filtriert. Diese verdiinnte, meist 
wasserhelle, manchmal minimal triibe Fliissigkeit wird als ,,Extrakt 
verstanden und sofort, spéatestens '/, Stunde nach Fertigstellung vei 
wendet. Belichtung scheint zu schaden, daher Aufbewahrung im Dunkeln. 
falls nicht sofort verwendet. Die Verwendung von Quarzsand ist nicht 
unbedingt erforderlich, wenn das Organ allerfeinst zerschnitten und im 
Morser zerrieben ist. Ansatz: Zu je 10 ccm der gepufferten Adrenalin 
lésung (1: 500) je 6, 8, 10, 12 und 14cem ,,Extrakt‘. Dies geschah, um 
ein etwaiges Uberschreiten nach oben (s. ,,EiweiBfehler“) bzw. nach unten 
(zu geringe Extraktmenge) zu vermeiden. Stets Zusatz gleicher Toluol 
mengen (etwa !/, bis 1°.,). VerschluB der GefaBe mit sterilen, kiihlen Gummi- 
stopfen. Die Jnkubation erfolgte im Brutschrank oder im lichtgeschiitzten 
Wasserbad bei Temperaturen zwischen 30 und 40° (= 0,4). Es wurde stets 
streng darauf geachtet, daB beim UmgieBen der Lésungen, was zur Mischung 
der Anteile geschehen muBte, keine Luftblasen eingeschlossen wurden. Kolori- 
metrie. Die Lésungen wurden mittels eines Duboscq- Kolorimeters von 
Leitz bei Tageslicht oder im Dunkelzimmer bei Blaulicht kolorimetriert. 


Voraussetzungen der Methode. 1. DaB gleich konzentrierte und gleich 
alte Adrenalinlésungen unter sonst gleichen Bedingungen (py, Temperatur, 
Dunkelheit) sich in gleichen Zeiten gleich stark rot farben, trifft zu. Es 
wurden meist zwei Kontrollréhrchen angesetzt, die untereinander stets 
vollig gleich blieben. 2. Da®B gleiche Gewichtsmengen von d- und 1-Adrenalin 
gleichartig gelést bei gleichen Bedingungen stets gleiche Farbtiefen auf- 
weisen, trifft auch zu. 3. DaB die zugesetzten Extraktverdiinnungen sich 
nicht selbst rot farben, trifft desgleichen zu. Extrakt statt mit der Adrenalin- 
lésung nur mit dem Puffergemisch in gleichem Verhaltnis versetzt, zeigt 
auch nach Tagen bei 37° keine Rétung. 4. Die roten Lésungen oxydierten 
Adrenalins folgen genau dem Beerschen Gesetz!. 


1 Ich habe nebst der obigen Methode eine andere auszuarbeiten versucht. 
Nachdem ich feststellen konnte, daB durch Alkali (KOH) bis zur Gelb- 
farbung abgebautes Adrenalin sein spezifisches Drehvermégen  verliert, 
wollte ich die Drehabnahme als Map des Adrenalinabbaues verwenden. 
Dem standen bisher Schwierigkeiten entgegen. Einerseits war es fraglich, 
da es sich bei der Adrenalinoxydation offenbar um eine sich schnell ab- 
wickelnde Kettenreaktion handelt, ob die ersten Abbaustufen (Rotfarbung) 
auch schon optisch inaktiv sind; andererseits waren die polarimetrischen 
Ablesungen stark rot gefairbter Fliissigkeiten auBerst schwierig, da hierzu 
eine eigene starke, zentrierte Beleuchtungseinrichtung nétig gewesen wire. 
Starkere Verdiinnungen, die heller sind und darum polarimetriert werden 
kénnen, hatten wiederum zu geringe Drehwerte, so daB fiir das freic 
Auge deutlich verschieden gefairbte Adrenalinlésungen nur Drehwerte 
ergaben, deren Differenz in die Fehlergrenze fiel, also die direkte kolori- 
metrische Bestimmung einstweilen iiberlegen erscheinen lieBen. 
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Wirkung von Organextrakten aut Adrenalin. Psd 


Fehlerquellen. 


1. Wadgefehler. Ein solecher konnte mur bei den Versuchen stéren. wo 
kolorimetrische Unterschiede zwischen gleichartig abgewogenen Adrenalin- 
josungen von I- und d-Adrenalin auftraten, und ich mich fragte., ob die 
Unterschiede in der Farbung auf Wagefehler zuriickfiihrbar waren. Das 
konnte ausgeschlossen werden, da ein Versuch, der den méglichen Fehler 
iibertrieb (zwei um 5 mg differierende Substanzmengen gleichartig gel6st ), 
einen weit geringeren Farbunterschied zeigte als bei der oben erwahnten 


Versuchsanordnung. 2. Bakterien. Schnelles steriles Arbeiten und Toluol. 
Die zugesetzten Toluolmengen beeinflussen die Reaktion nicht. Die 
Resultate sind im tibrigen nach 5 bis 6 Stunden deuilich. 3. py. Aus 
reichende Pufferung und elektrometrische Kontrollen lieBen mich diesen 
Fehler ausschlieBen. 4. Salzfehler. Durch Zusatz von Extrakt ist die 


Salzkonzentration in der Versuchsl6ésung eine etwas héhere als in der 
Kontrollésung. Dieser Fehler konnte wegen der hohen Extraktverdiin- 
nungen ausgeschlossen werden, was auch ein negativer Versuch mit ent- 
sprechend verdiinnter physiologischer NaCl-Lésung zeigte. 5. EiweifBfehler. 
KiweiBl6sungen hemmen die Rotfarbung. dic Oxydationsbereitschaft des 
Adrenalins, was schon Maiweg! bei Versuchen mit Serum beobachtete. 
Auf dieser Tatsache beruhen wohl die vielen, sich so weitgehend wider- 
sprechenden Angaben in der Literatur, wo einfach durch Zusatz zu 
hoch konzentrierter Organextrakte eine unspezifische Hemmung der 
Adrenalinoxydation erzielt wurde. Dieselbe Hemmung konnte ich auch 
durch Zusatz von Gummi arabicum erzielen. Dieser Fehler ist bei meinen 
Versuchen auszuschlieBen, erstens weil die Extrakte sehr verdiinnt 
waren, zweitens weil der EiweifSfehler, falls bei der Verdiinnung  iiber- 
haupt noch vorhanden, in entgegengesetzter Richtung wirken miibte. 
also nie meine Befunde hatte vortauschen kénnen. Leberextrakte, wie 
oben angegeben, beschleunigen, héiher konzentrierte EiweiBlésungen hemmen 
die Rétung, aus welchen Organen immer sie stammen. Nebstdem kénnen 
jene Versuche mit gering oder unwirksamem Extrakt (Milz, Serum) fiir 
die mit anderen Extrakten erzielten Ergebnisse, was den Eiweibifehlet 
anbetrifft, als Kontrolle verstanden werden. 6. Licht. Die Ansitze sind 
méglichst vor Licht zu schtitzen. 7. Sauerstoffkonzentration. Die Reaktions- 
geschwindigkeit des O, andert sich mit seiner Konzentration (nach dem 
Massenwirkungsgesetz). Ich erhob daher den Finwand gegen meine Resultate, 
daB etwa der zugesetzte Extrakt durch héheren O,-Gehalt wirksam sei. Ich 
konnte dies ausschlieBen, da destilliertes Wasser bzw. konzentrierter Extrakt, 
mehrmals kraftig mit Luft geschiittelt, unter wiederholtem Lockern des 
Glasstopfens zum Ausgleich des Druckes, und hierauf wie sonst der kon- 
zentrierte Extrakt 40- bis 50fach verdiinnt, nie gegeniiber gew6hnlichem 
destillierten Wasser bedeutende Farbunterschiede hervorrief. Dies bezieht 
sich auf den physikalisch gelésten O,. Dah die Resultate nicht auf 
eventuellen Oxyhdmoglobingehalt der Extrakte zuriickzufiihren — sind, 
zeigte ein negativer Versuch mit hamolytischem Rattenserum. 4. Kolor/- 
metrie. Es wurden nur Differenzen fiir die SchluBfolgerungen  ver- 
wertet, wo ¢, < 4¢,/5 war, wobei ¢, die Konzentration der Kontrol- 
lésung, c, die Konzentration der Versuchslésung an der rotfarbenden 
Substanz bedeutet. 


1 Zit. nach Trendelenburg, |. ¢. 
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Versuche. 
z: 


Um eine einigermaBen quantitative Orientierung iiber einen etwaige: 
(rehalt an wirksamer Substanz in den Organen zu erhalten, wurde, wi: 
z. B. bei folgendem Versuch, von den genannten Organen je 1g mit j; 
vleichen Mengen HCl und Quarzsand verarbeitet (s. oben) und gleichartiy 
verdiinnt. Letzte Fiitterung der Ratte 5 Stunden vor der Tétung (Nacken 
schlag). 0,8 cem Serum wurde mit 0,4 cem n/100 HCl vermischt und weite: 
wie sonst ein Extrakt verdiinnt und filtriert. Einzelheiten s. Tabelle 
Versuchsdauer: 12 Stunden. 


Temperatur: 37° (+ 0,3), Brutschrank, Toluol. Konzentration der rot- 
farbenden Substanz in der Kontrolle ist gleich 1 gesetzt. 





Roéhrehen Nr.: 1 2 3 4 


eem ]-Adrenalin in mol. ?/,; Phos- 





phatpuffer (1: 500), py 7,38. . 10 10 10 10 
ecm Extrakt aus gleichen (Ge- Leber Lunge Muskel 
wichtsmengen der betr. Organe _ 8 8 8 
com dest. Wasser... .... 8 _- -~ — 
Konzentration der rotfarb. Sub- 
stanz (cg) im Versuch . . . . 1,66 1,08 1,06 
Réhrehen Nr.: 5 6 7 8 


eem ]-Adrenalin in mol. !/,, Phos- 


phatpuffer (1 : 500), pq 7,38. 10 10 10 10 
eem Extrakt aus gleichen Ge- Niere Milz Serum 

wichtsmengen der betr. Organe 8 8 8 — 
cem dest. Wasser... .... _— - — 8 
Konzentration der rotfarb. Sub- 

stanz (cy) im Versuch . .. . 1,27 1,01 1,04 


Als wirksamster Extrakt erwies sich stets der Leberextrakt, was auch 
mit freiem Auge leicht feststellbar war. Der Farbunterschied gegeniiber 
der Kontrollésung war meist nach 2 bis 3 Stunden deutlich, er verscharfte 
sich sodann immer mehr. Der die einzelnen Organextrakte vergleichende 
Wert der mitgeteilten Zahlen erfahrt eine Einschrankung dadurch, daB 
nach meiner Erfahrung viele Faktoren, Niichternheit, Alter des Versuchs- 
tieres, den Gehalt an wirksamem Prinzip in der Leber sehr variiert. Die 
festgestellten Unterschiede in der Farbung glichen sich auch nach Tagen 
niemals aus. Die R6tung beider Lésungen nimmt langsam in den folgenden 
Tagen noch zu, der Unterschied zwischen beiden bleibt ungefahr der gleiche. 
Frischer Leberextrakt gab stets ein positives Resultat. Versager waren 
immer auf gealterte Extrakte oder zu konzentrierte (,,EiweiBhemmung**) 
zuriickzufiihren. Bei letzteren wurde manchmal die anfangliche unspezifische 
EiweiBhemmung tiberwunden, indem sich 6 bis 8 Stunden nach Versuchs- 
ansatz doch eine staérkere Farbung der Versuchslésung zeigte. Am besten 
scheinen sich Leberextrakte von groBen Ratten zu bewahren, die ungefahr 
3 bis 4 Stunden vor der Tétung (Entblutung in Athernarkose) mit Milch 
und Brot gefiittert worden waren. 
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Wirkung von Organextrakten auf Adrenalin. 2S 


Il. Thermolabilitat. 


Da die verwendeten Extrakte sehr verdiinnt waren, gaben sie beim 
kurzen, einmaligen Aufkochen meist keine Flockung, wurden nur leicht 
transparent. Niemals konnte ein solcher Extrakt in irgendeiner Richtung 
us wirksam erkannt werden. Auch etwas konzentriertere Extrakte, aut- 
vekocht, die Flocken aufgeschiittelt, hiernach 1 Stunde = stehengelassen 
zum Ausgleich der Temperatur und des O,-Gehaltes) waren stets unwirksam. 
Die Versuche iiber Hitzeinaktivierung des wirksamen Prinzips wurden 
bisher nur mit Leberextrakten und |-Adrenalin ausgettihrt. 


III. py-Optimum. 


Hierzu wurde eine Reihe mit Salzkonstanz angesetzt!. Statt Phosphat- 
puffer: Na-Acetat-Essigsiiure, py von 6,7 bis 4.4. Es wurden zwei der 
folgenden Tabelle entsprechende Reihen gleichzeitig angesetzt, eine mit 
Extrakt, die andere statt dessen mit destilliertem Wasser. Jede Versuchs- 
ldsung wurde gegen die jeweilige Kontrollésung des gleichen py kolori- 
metriert. 

Es sei hervorgehoben, daB die Konzentration der roten Farbe in den 
Kontroll6sungen (¢c;) hier nicht konstant ist, sondern vom py abhiangt. 
Da aber nicht die Wirkung des py auf die unspezifische Kétung, sondern 
sein EinfluB auf die Extraktwirkung interessierte. wurde die Kontrollésung 
(zu jedem py) als Einheit verwendet, mit der die mit Extrakt versetzte 
Lésung desselben py verglichen wurde. Dadurch wurde der py-Einflub 
auf die unspezifische Rétung ausgeschaltet und von der Summe der Rétung 
gewissermaBen subtrahiert — das Resultat war der Unterschied zwischen 
Versuchs- und Kontrollésung, also der Ausdruck der Extraktwirkung 
beim betreffenden py —. Hier mute besonders darauf geachtet werden, 
nicht zu konzentrierte Extrakte zu verwenden, da dieselben sonst im stirker 
sauren Teil der Reihe ausflocken. Z. B.: 


Pu-Reihe mit Salzkonstanz. 
Temperatur: 37.4° (— 0,3), Brutschrank, Toluolzusatz. Die Konzentration 
der rotfarbenden Substanz in der Kontrolle ist gleich 1 gesetzt. 





Réhrehen Nr. : 1 2 3 4 5 6 7 8 


to 


cem Na-Acetat n/10 ae. tae 2 2 2 2 2 2 2 
eem Essigsaure n/100 . . . ef | 62 | 68148) — | =| = 
- — 0,32 0,64 1,28 2,56 


ecm Essigsture n/lO. 2... . ~ — _ 
cem dest. Wasser ....... 28 26 22 1,4 2,68 2.36 1,72 0,44 
ecm l|-Adrenalinlésung, neutral. 

rer 10 #10 #10 10 «(10 —~=#/|10 10 
ecm Zusatzfliissigkeit (Extrakt 

bzw. dest. Wasser) .... . 4 4 4 4 4 4 4 4 
a. . , . | 6,7) | 64 161158 | 53 | 50) 47 > 44 


Konzentr. d. rotfarb. Subst. im 

Versuch (¢c,) nach 12 Std. . . |) 1,54 1,62 1,44 1,18 1,11 1,08 1,06 1,01 
Konzentr. d. rotfarb. Subst. im 

Versuch (c,) nach 24 Std. . . 9 1,58 1,55 1,57 1,23 1,14 1,06 1,03 1,03 


' LL. Michaelis u. P. Rona, Prakt. d. physik. Chem. IV. Aufl., Berlin 
1930; diese Zeitschr. 27, 38, 1910. 
19* 
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Man bemerkte stets auch mit freiem Auge deutlichst, da nach etw: 
12 Stunden das zweite Roéhrehen, nach etwa 24 Stunden das dritte di: 
stirkste Extraktwirkung autwies, also beim py 6,1. Nach 24 Stunde: 
wurde der py elektrometrisch kontrolliert: Bis auf das erste Réhrehe: 
entsprachen alle anderen mit ausreichender Genauigkeit dem berechnete: 
Wert. Wahrend bei den Kontrollen die Farbintensitat fiir das freie Aus 
ganz gleichmaBig gegen den sauren Teil der Reihe abnahm, war bei de: 
Versuchsrethe bei den ersten drei Réhrchen ein geringes Ansteigen und 
hierauf erst ein Abfallen der Farbintensitat festzustellen. Das Ergebni- 
gewinnt durch eine Tatsache an Interesse: Dab sich Adrenalin unter Extrakt 
wirkung an einem an und fiir sich fiir die Oxydation ungiinstigen Punkt 
(pu = 6,1 bis 6,4) stdrker farbt als im weniger sauren Milieu (py 6,7 
Schon eine gleiche Farbintensitat beider bzw. der drei ersten Roéhrchen 
ware auffallig gewesen. Vom Rohrchen mit py 6.1 abwarts konnt: 
nach 24 Stunden eine minimale Sedimentierung eines feinstkérnige 
Pigments beobachtet werden. Diese Tatsache nimmt den Zahlen den 
absoluten quantitativen Wert. Der Bodensatz ist gleichartig in Versuch- 
und Kontrollreihe, scheint also im sauren Milieu aus den roten Adrenalin 
lésungen niedergeschlagen zu sein. Die Fliissigkeit selbst wird nicht merklich 
entfarbt, man mub aber annehmen, daB ihr hierdurch eine gewisse Quantitit 
Farbe entzogen wird. Zwischen geléster und sedimentierter Farbe scheint 
sich ein Gleichgewicht herzustellen. Wegen dieser Sedimentierung ist c= 
unsicher, ob sich ein pq-Optimum des wirksamen Prinzips genau im obigen 
Bereich befindet. Was jedoch deutlich ist, ist eine Abhangigkeit der Extrakt- 
wirkung vom px, und da die Sedimentierung sehr gering ist und sich die 
Fliissigkeit nicht sichtlich entfarbt — Versuchslésungen bleiben stets 
dunkler als die Kontrollen —. bleibt es wahrscheinlich, da®B fiir das wirk 
same Prinzip im obigen Bereich das Optimum liegt. 


IV. Versuche mit anderen Substanzen. 

1. l-Tyrosin. Verschiedene Konzentrationen von Leberextrakt waren 
auf eine Lésung von Tyrosin (0,5/500) bei py von 6,7 bis 4.4 unwirksam: 
demnach liegt keine allgemeine T yrosinase vor. 

2. l-Dioxryphenylalanin (Dopa). Die Schwarzung einer nach Bloch 
hergestellten Dopalésung beschleunigte der Leberextrakt ein wenig. Die 
Wirkung scheint jedoch geringer als auf Adrenalin zu sein. (Versuche mit 
anderen hier interessierenden Substanzen sind im Gange.) 


V. Versuche mit den optischen Antipoden des Adrenalins. 

Voraussetzung hierzu war die Herstellung einwandfrei gleichartiger 
Lésungen von I- und d-Adrenalin, was Konzentration, Alter usw. anbetrifft. 
Die Reinheit der mir zur Verfiigung gestellten Praparate wurde voraus 
gesetzt. Beim Ansatz wurde darauf geachtet. sowohl Extrakt- wie Adrenalin- 
lésungen ganz frisch zu verwenden. Der Extrakt wurde gleichzeitig zu 
beiden optischen Antipoden eingelassen, hierauf vorsichtiges UmgieBen. 
Es wurden nicht nur Versuchs- und Kontroll6sungen, sondern die Versuchs- 
lésungen der l- und d-Form direkt, ebenso die diesbeziiglichen Kontrollen mit - 
einander kolorimetriert. py war 7,4, nicht das etwas giimstigere 6,1 bis 6.4 
(s. oben), da bei 7,4 die Lésungen stets klar blieben, keine Sedimentierung 
zeigten, die Zahlenwerte daher quantitativ zu verwerten sind, und tiberdies 
die Aktivitaét der Extrakte noch sehr deutlich war. Die hierbei zur Verwen- 
dung gelangten Kolben hatten einen Fassungsraum von etwa 200cem. Z. B.: 
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Wirkung von Organextrakten auf Adrenalin. US 


Pemperatur: 37,49 (— 0,4), Brutschrank, py 7.38 (1); mol. Phosphat puffer), 
Toluolzusatz. 





Rohrehen Nr. : 1 2 3 4 


com = gepuff.  1- Adrenalinlésung 


DS see) bes, GDS a 24 24 
com gepuft. d-Adrenalinlosung 
(2 ere 24 24 
Leberextrakt . 2... 15 15 
Dest. Wasser — 15 15 
Resultat nach 7 Stunden: c, 1,43 .¢, Resultat nach 12 Stunden: 
Cc, 1,21 .¢,, wobei¢, die Konzentration der roten Substanz in der Versuchs- 


lésung der d-Form (Rohrchen Nr. 2), ¢, dieselbe in der Versuchslésung 
der 1-Form bedeutet. Auch fiir das freie Auge war die d-Form. stets 
deutlich dunkler. Nach 24 Stunden gleichen sich ¢,, und ¢, mehr oder weniger 
einander an. Die Kontrollen der optischen Antipoden (Rohrcehen Nr. 3 
und 4) waren stets untereinander vollig gleich, nattirlich heller als die beiden 
untereinander ungleichen Versuchslésungen (Nr. 1 ound 2). Es scheint 
also eine sterische Auslese durch das wirksame Prinzip statt zu haben. 
Es sei noch bemerkt, da nebst dem Farbintensitatsunterschied zwischen 
den mit Extrakt versetzten l- und d-Lésungen, auch manchinal anfianglich 
(nach 2 bis 4 Stunden) ein geringer Unterschied im Farbton auftrat, derart, 
daB die d-Form mehr einen Stich ins Gelbliche aufwies, wahrend die |-Form 
reiner rétlich erschien. Spater, bei deutlichstem Intensitatsunterschied war 
ein solcher im Farbton nicht mehr zu bemerken. Die Erscheinung diirfte 
auf die im Anfang bestehende hohe Farbverdiinnung zuriickzuftihren sein. 

Was den Befund der sterischen Auslese anbetrifft, muB eine Méglichkeit 
noch offen gelassen werden. Das namlich derselbe durch eine Unreinheit 
der verwendeten Priparate vorgetéuscht wurde, etwa durch zufallig in 
dem einen (d-Form) in gréBerer Menge vorhandene Schwermetallspuren. 
Versuche zur Klarung dieser Frage sind im Gange. Falls sich der Befund 
weiter im Sinne der mitgeteilten Beobachtung (starkere R6tung der d-Form) 
erharten lassen wird, so laBt sich noch keineswegs sagen, welche Form 
starker angegriffen wird, da man noch nicht sagen kann, dai die Rétung 
dem Abbau parallel geht. Es kann nur gesagt werden, da sich die d-Form 
unter den wahrgenommenen Versuchsbedingungen deutlich stiarker farbt 
als unter gleichen Bedingungen die l-Form. 


VI. Negative Versuche. 

Wahrend unter 25 Versuchen I8mal die sterische Auslese einwandfrei 
und gleichsinnig beobachtet wurde, verliefen sieben Versuche negativ, bet 
denen die starkere Farbung der d-Form gar nicht oder weniger deutlich 
auftrat. Nie jedoch wurde eine stdrkere Fdrbung der l-Form beobachtet. Sicher 
sind noch nicht alle Bedingungen der Reaktion klar (Ernahrungszustand, 
Tétung des Tieres usw.). Ein anderer unklarer Befund sei noch erwihnt. 
Wurden die Lésungen mehrere Tage im Brutschrank belassen, konnte 
bisweilen, nachdem sich die anfangliche Differenz zwischen |- und d-Fornm 
ausgeglichen hatte, und auch dann, wenn dieselbe nicht oder wenig deutlich 
aufgetreten war, nach 36 bis 52 Stunden ein neuer Unterschied zwischen 
der 1- und d-Form festgestellt werden. Immer war jedoch auch hier die 
d-Form: die dunklere. Die Kontrollen blieben stets einander gleich. 
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Vil. 

Den mitgeteilten Beobachtungen gemab, diirfte es sich um eine Sub 
stanz von Enzyincharakter handeln. Ob es sich um eine biologisch bedeut 
same Substanz, etwa um eine spezifische Adrenalinoxydase, handelt, ist 
heute nicht zu entscheiden. 

Zusammenfassend seien unter den gewonnenen Resultaten folgend 
hervorgehoben. 

1. Bei entsprechender Extraktion von Lebern frisch getétete: 
Ratten wird ein wirksames Prinzip gewonnen, das die oxydative Zer- 
setzung (Rotfirbung) von Adrenalinlésungen beschleunigt. 2. Das 
wirksame Agens ist in relativ geringen Mengen (siehe Verdiinnung der 
Extrakte) sehr wirksam und thermolabil. 3. Es rétet 1-Adrenalin- 
lésungen in einem pu-Bereich von 6,1 bis 6,4 am starksten, wobei auf 
Salzkonstanz geachtet wurde. 4. Zur d-Form des Adrenalins zugesetzt 
ruft es eine starkere Rotfirbung hervor als bei der 1-Form. Der deutliche 
Unterschied zwischen beiden gleicht sich nach etwa 16 bis 24 Stunden 
mehr oder weniger aus. 5. Auf 1-Dioxyphenylalanin (Dopa) wirkt es 
mit schwacher Beschleunigung der Schwarzfirbung, die jedoch viel 
geringer zu sein scheint als die Rotfairbungsbeschleunigung des 
Adrenalins. 6. Auf 1-Tyrosin wirkt es unter den wahrgenommenen 
Bedingungen nicht ein. 


Zum SchluB méchte ich auch an dieser Stelle dem Vorstand des Instituts. 
Herrn Prof. P. Rondoni, in aufrichtigster Verehrung fiir die ausgezeichneten 
Arbeitsbedingungen, die er mir bot, danken, sowie fiir seinen Rat und werk- 
tatige Unterstiitzung. Fraulein Dr. L. Pozzi sei desgleichen fiir ihre hautige 
wertvolle Hilfe bei den Versuchen gedankt. 
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Studien iiber das Staphylolysin. 


Von 


J. Forssman. 
(Aus dem pathologischen Institut der Universitat Lund, Schweden.) 
(Eingegangen am 17. Juli 1933.) 
' Mit 8 Abbildungen im Text. 


Unter Staphylolysin versteht man das Sekretionsprodukt von Sta- 
phylococcen, das die Fahigkeit hat, rote Blutkérperchen aufzulésen. 
Nachdem ich mich einige Zeit mit Arbeiten iiber pathogene Staphylo- 
coccen beschaftigt hatte, bin ich zu besonderen Untersuchungen der 
genannten Sekretionsprodukte gekommen; einige der Resultate dieser 
Untersuchungen werden hierdurch vorgelegt. Fiir die friiheren Unter- 
suchungen wird iiber die folgenden Ausfiihrungen hinaus auf die Zu- 
sammenstellungen Neissers (1) und ferner auf den Artikel tiber die 
Staphylococcen von Fleming (2) hingewiesen. 

Die von mir angewandten, filtrierten, sterilen | Staphylolysin- 
lésungen stammen von Bouillonkulturen, deren Brithe aus Kalbfleisch 
gekocht und mit 5°, Pepton (Chapoteau), 0,2°, Kaninchen- oder Schaf- 
blut und 0,8 °, NaCl versetzt war. Die Losungen waren auch akut 
tétend, nekrotisierend und plasmakoagulierend. 

Kulturen in Kolben, die nicht mit Wattestopfen, sondern mit Kautschuk- 
korken verschlossen sind; die Kautschukkorken waren je mit einer Glas- 
rohre von 4mm Durchmesser durchstoBen, die mit einem langen Watte- 
propfen abgedichtet war. Temperatur 37,5°. 

Das Hamolysin erreicht sein Maximum zwischen 4 und 9 Tagen. Die 
Auswahl eines geeigneten Stammes ist, wie von allen Seiten hervorgehoben 
wird, besonders bedeutungsvoll. Ferner scheinen mir folgende Punkte 
von groBer Wichtigkeit: 1. DaB Rinderbouillon nicht genommen wird; sie 
gibt ein ungiinstigeres Ergebnis. 2. DaB der Peptongehalt nicht unter 4° 
und nicht tiber 7,5°, betragt [Walbum (3) befiirwortet 5°,|. 3. Dab, wie 
Gross (4) vorschlagt, Blut hinzugesetzt wird, wobei ich gefunden habe. 
daB 0,leem Blut auf 50cem Bouillon geniigt; mit einer grOoBeren Menge 
Blut erhalt man keine besseren Resultate, dagegen ausgesprochen schlechtere 
mit 10°,. 4. DaB es gleichgiiltig ist, ob man Kaninchen- oder Schafblut 
verwendet, ebenso ob man Vollblut oder nur Blutkérperchen nimmt. 
Meerschweinchenblut ist nicht verwendbar. 5. Dal die von vielen Seiten 
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behauptete schadliche Eimwirkung des Ca auf die Hamolysinbildung nic} 

immer zutrifft, denn die absolut kraftigsten Lysine habe ich eben au 
solchen Kulturkolben bekommen, die einen Bodensatz aus CaCO, enthieltes 

6. Dab beim Zusatz von Glucose keine Hamolysinbildung stattfindet und da 

die Neutralisation einer eventuell aus dem Substrat gebildeten Saéure bi 

vielen untersuchten WKolben wahrscheinlich die Ursache fiir den giinstige: 
MinfluB des CaCO, auf die Hamolysinproduktion ist. Parkers Forderun; 
eines vollig zuckerfreien Substrats wird durch den Zusatz von CaCO, gegen 
standslos. 7. DaB die Kultur bei freiem Luftzutritt keine so gute Ausbeut: 
von Hamolysin ergibt; dali verschiedene Mengen N und (im Gegensatz z) 
Parkers Angabe) CO, nicht ein besonders gutes Ergebnis gezeigt haben: 
vielmehr wurde das beste Resultat erzielt, indem die Kolben einfach in de: 
erwahnten Weise geschlossen wurden. 


Filtrierung der Bouillonkulturen durch den Seitz-Filter. Die Fil 
trate solcher Kulturen haben vollstandige Haimolyse von 1 ccm 1°, ig 
Schafblut nach 1 Stunde bei 37° und dann 20 Stunden bei 10° in 
Dosis bis zu 0,00009 cem, und von einer gleich starken Kaninchen- 
blutaufschliammung in Dosis bis zu 0,00003 cem gegeben. Nach 
Walbum (3) wiirde der Zusatz von Pepton (Witte oder Chapoteau) zu dem 
hamolytischen Staphylococcenfiltrat den himolytischen Effekt in  be- 
trachtlichem Grade verstirken (bis zu mehreren hundert Prozent). 
Derartige Versuche in Ubereinstimmung mit Walbums Angaben sind 
mit solchen Filtraten gemacht worden, ohne daB irgendeine Verstarkung 
erkennbar wurde. 


A. Bestimmung des Hdmolysintiters. 


Die Bestimmung des hamolytischen Titers eines Staphylolysins 
geht nach allgemeinem Brauch so vor sich, da das Lysin in fallenden 
Dosen — 0,2, 0,1, 0,05 cem usw. — zugleich durch 0,8°,, NaCl, aufgefiillt 
bis | cem in jeder Roéhre, versetzt wird mit leem einer Blutaufschlammung 
(in diesem Falle wohl gewaschener Blutkérperchen) von einer Tierart mit 
sehr gmpfindlichen Blutkérperchen. Hierfiir wurden friiher und auch hier 
die Blutkérperchen von Kaninchen, Schafen und Rindern verwendet. 
(Ziegenblutkérperchen wurden von Walbum erfolgreich angewendet in 
einer 5°,igen Blutaufschlimmung.) Die Ablesung wird von den ver- 
schiedenen Verfassern verschieden vorgenommen. Da es sich aber hier um 
den Vergleich zwischen den Hamolysen von Blutkérperchen verschiedener 
Tierarten handelt, habe ich die Proben 1 Stunde bei 37° und danach 
20 Stunden bei 10° stehenlassen, bevor die schlieBliche Ablesung erfolgte. 
Der reziproke Wert der kleinsten, total hamolytischen Dosis macht den 
Lysintiter aus. (Néheres iiber die Empfindlichkeit der verschiedenen 
Blutk6rperchen und die geeigneten Temperaturen fiir die Versuchsausfiihrung 
s. unten.) 


Der hamolytische Titer beruht jedoch auf mehreren Faktoren. Zunachst 
auf der verschiedenen Art der Blutkérperchen, die fiir die Titrierung ver- 
wendet werden (s. unten). Hierzu kommt ferner, wie schon Volk (5) und 
danach Walbum (6) festgestellt haben, daB innerhalb der verschiedenen 
lysinempfindlichen Arten auch individuelle Variationen vorkommen, 
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nd zwar in emer solchen Ausbreitung. dai sogar Blutkérperchen, die 
nan zu verschiedenen Zeiten demselben Tier entnahm, eine verschiedene 
Lysinempfindlichkeit zeigen. Daraus folgt, dab ein Vergleich des Lysin 
wertes, der auf verschiedene Art und Weise oder zu verschiedenen Zeiten 
vewonnen wurde, mit gréBter Zuriickhaltung aufgenommen werden mul. 
Weiterhin ist der Hamolysegrad abhangig von einer Reihe anderer Faktoren, 
die im folgenden naiher untersucht werden. 


a) Die Empfindlichkeit verschiedener Blutkérperchen fiir 
Staphyvlolysin. 


Bei der Untersuchung von Blutkérperchen auf ihre Empfindlichkeit 
fir Staphylolysin spielt bekanntlich die Versuchsanordnung eine grobe 
Rolle. Fiir die Eliminierung der im Serum befindlichen Antilysine miissen 
unter allen Umstanden die Blutkérperchen gut gewaschen sein. (Eine 
Ausnahme davon kann man wohl bei den Blutkérperchen des Kaninchens 
machen, da Kaninchenserum nur ausnahmsweise Antilysine enthalt.) 

Die Blut plattmethode ist zweifellos die scharfste fiir den Nachweis von 
Lysinen. Durch sie werden von himolytischen Staphylococcen bei deren 
Vermehrung in jedem Falle die Blutkérperchen von Kaninchen, Rind, 
Schaf, Ziege, Menschen. ebenso wie die von Pferden und Meerschweinchen 
gelést. Aber wenn man statt dessen Staphylolysin (das himolysinhaltige, 
sterile Filtrat von Staphylococcenkulturen) und Blutkérperchenauf- 
schlammungen mischt, wie Staphylolysinuntersuchungen oft  (Nezsser, 
(ross u.a.) und auch im vorliegenden Falle ausgefiihrt wurden, zeigen sich 
die Blutkérperchen von Meerschweinchen und Pferd unempfindlich, die 
menschlichen nur schwach empfindlich bis unempfindlich, wonach die 
Empfindlichkeit folgende Stufung aufweist : Ziege, Schaf, Rind und Kanin- 
chen. Dies nach Gross, dem ich in der Hauptsache zustimmen kann. Doch 
gibt es zahlreiche Ausnahmen von dieser genannten Stufung. 


GewiB lést sich Kaninchenblut gewéhnlich am leichtesten und mit 
gréBter RegelmaBigkeit, wahrend man sowohl bei Schaf- wie bei Rinderblut 
mitunter sieht, daB gréBere Lysindosen unvollstindig, geringere dagegen 
klar lésen. Bei Priifung derselben Blutaufschldmmungen von WKaninchen-, 
Rinder- und Schafblut einer Serie verschiedener Staphylolysine gegentiber 
in einer Paralleltitrierung unter denselben Bedingungen konnte doch nicht 
selten festgestellt werden, wie bei gewissen Lysinen die kleinste vollkommen 
lésende Dosis dieselbe fiir Rinder- und Schaf-, wie fiir Kaninchenblutkorper- 
chen war, bisweilen sogar kleiner, ebenso wie, was die Blutkérperchen von 
Rind- und Schafblut betrifft, die kleinste vollésende Dosis dieselbe bei ge- 
wissen Lysinen fiir diese beiden Blutarten war, bei einigen geringer fiir 
Rinderblut, bei wieder anderen geringer fiir Schafblut. Dies unter der Vor- 
aussetzung, daB, wie oben ausgefiihrt, eine 1°,ige Blutaufschlammung 
angewendet wurde, und die Probe bei 37° 1 Stunde und danach 20 Stunden 
bei 10° stand. Nimmt man dagegen die Ablesung schon nach | Stunde 
hei 37° vor. zeigt sich ein bedeutender und ganz regelmabiger Unter- 
schied darin, da’ Kaninchenblut. und zwar in der Regel nur dieses (zu- 
weilen jedoch auch Rinder- und Schatblut) einen bedeutenden Grad = von 
Lésung zeigt, wahrend die anderen (Schat- und Rinderblut) im all- 
gemeinen zu diesem Zeitpunkte entweder gar nicht oder nur in geringem 
Grade gelést sind. Auch Ziegenblut verhalt sich nach Walbum und 
das kann ich bestiétigen — so, daly es nach | Stunde bei 37° keine Lésung 
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zeigt. Hieraus folgt, daB die Nachlésung relativ gering fiir Kaninchenblut 
fiir die anderen genannten Blutarten dagegen sehr bedeutend ist}. 

Das erwahnte Verhalten, soweit es fiir Schaf- und Kaninchenblut 
gilt, ebenso wie der Wechsel bei der Lésung dieser Blutarten durch ein 
Serie von Staphylolysinen, wird durch die beigegebene Tabelle I ver 
anschaulicht, die das Resultat einer mit der gleichen Schafblut- und Kanin 
chenblutaufschlammung gleichzeitig vorgenommenen Titrierung von sechs 
Staphylolysinen wiedergibt. Bei dieser wie allen folgenden Tabellen, in 
denen Lysintitrierungen vorgenommen wurden, wird bei der Endablesuny 
nach 20 Stunden bezeichnet: 


Vollkommene Hamolyse mit blanker Fliissigkeit . . . . . . K. 
Beinahe vollstandige Hamolyse, nicht ganz klare Fliissigkeit f. K. 
Sehr starke Hamolyse, unbedeutend getriibte Fliissigkeit. . St. 
Starke Hamolyse mit ungefihrer halben Lésung der Blut- 
I se ese oy Se 4G 6 a eS SS ee (a 
Schwache Hamolyse mit ungeféhrer viertel Lésung der Blut- 
MU 5 ds se ra we ee Be we Se we ee 
ee ae oe ee ee ee ee ee ee 


Tabelle I. 
S. bl. = 1°, Schafblut, K. bl. 1°,, Kaninchenblut. 





Lysin: 0.1 | 0,05 | 0,025 | 0,0125 0,006 | 0,003 0,0015  0,00075 0,00037  0,00018 — 0.00009 
S. bl. | 
Nr. 8 (sp.) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
k. Kk. K. K. | f.K. | f.K. | St. St. Sw. Sp. 0 
Nr. 9 0 0 0 0 0 0 9 0 0 0 0 
Kk. K. K. K. Kk. K. | St. St. Sw. 0 0 
Nr.10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
St. | St. K. K. St. | Sw. Sw. 0 0 0 0 
Nr.13 f.k. sw. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
K. K. | f. K.| f.K.| St. | Sw. 0 0 0 0 0 
Nr.14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
K. K. | St. | Sw. | St. 0 0 0 0 0 0 
Nr. 3 O 0 0 | sw. sw. sw. sw. sp. 0 0 0 
Kk. Kk. Kk. Kx. K. K. k. k. Kk. K. Kk. 
K. bl! 
Nr. 8) st. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
K. St. St. | Sw. Sp. 0 0 0 0 0 0 
Nr. 9 k. k. k. k. k. | st. 0 0 0 0 0 
K. K. Kk. | K, K. K. Kk. f. K. Sp. 0 0 
Nr.10) k. k. k. | k. k.  f.k. | sp. 0 0 0 0 
K. K. Kk. K. K. K. k. K. f. K. 0 0 
Nr.13,, k. k. k, | k. k. k. | fk. | sp. 0 0 0 
K. K. K. Kk. Kk. K. K. Kk. K. f. K. kK. 
Nr.14_ k. k. k. k. k. st. | sp. 0 0 0 0 
k. K. Kk. | K. Kk. K. kh. K. Sw. 0 0 
Nr. 3k, k. k. k. k. st. sp. 0 0 0 0 
K. Kk. Kk. Kk. k. Kk. k. St. Sp. 0 0 


1 Selbstverstandlich sind alle in dieser Untersuchung verwendeten 
Staphylolysine auf ihre Sterilitaét kontrolliert, weshalb also die Nachlésungen 
nicht auf einer Vermehrung von Staphylococcen, sondern auf dem sterilen 
Filtrat beruhen. 
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Die Resultate bei den Frihablesungen (nach 1 Stunde) werden in der- 
elben Weise angegeben, nur mit dem Unterschied, da®B die Bezeichnungen 
tier mit kleinen Buchstaben, also 4, f, ky st usw. gedruckt sind. 

Da bei den Berechnungen fast ausschlieBlich auf & und /k (bzw. / 
ind fk) Riicksicht genommen wird, und nur ausnahmsweise auf sf, ist diese 
einfache Beurteilungsmethode und Bezeichnungsart als in der Regel genau 
venug und viel bequemer als eine Hamoglobinbestimmung dieser vor- 
vezogen worden. Bei verschiedenen Versuchen wurde sie jedoeh durch 
eine Hamoglobinbestimmung erganzt. 

Wie es sich in Tabelle I zeigt, geben alle Lysine (auBer Nr. 8, wo die 
Wirkung schwach ist) mit Kaninchenblut eine starke Lésung bereits nach 
| Stunde, wahrend etwas Gleiches mit Schafblut hier nicht vorkommt, da 
dort derartiges, wie bereits angedeutet, eine Ausnahme ist. Bei der Schlub- 
ablesung zeigt sich ferner, daB die Lysine Nr. 8 und 3 sich weit starker gegen 
Schatblut als gegen Kaninchenblut verhalten, wiaihrend es bei Nr. 9, 10. 13 
ind 14 umgekehrt ist. 

Bei der Wiederholung dieses Versuchs mit derselben Art Blutkérperchen 
von neuen Tigren zeigten sich die Wirkungen des Lysins weitgehend gleich 
denen in Tabelle I, wenn auch gewisse Abweichungen bemerkt wurden, 
was auf Grund der individuellen Verschiedenheit in der Blutempfindlichkeit 
fiir Staphylolysin zu erwarten war, ein Verhalten, das schon vorher erwahnt 
worden ist. 

Der Umstand, daf die verschiedenen Lysine gegeniiber den Blut- 
kérperchen verschiedener Tiere sich so wechselnd verhalten und nicht alle 
am kraftigsten auf eine Blutart mit regelmaBbiger Abnahme oder regel- 
maBiger Steigerung im Verhaltnis zu gewissen anderen einwirken, ist be 
merkenswert. Die Lysine Nr. 8 und 3, die Schafblut starker als Kaninchen- 
blut lésten, stammten freilich von demselben Staphylococcenstamm, aber 
von diesem waren auch ebenso Nr. 9 und 10. Fiir alle hatte ich dieselbe 
Bouillon benutzt, und sie haben auch gleich lange in demselben Thermostaten 
zusammengestanden. 

Soweit ich verstehen kann, muB die Ursache fiir die erwahnte Un- 
gleichheit darin liegen, daB trotz allem eine Ungleichheit in den lytischen 
Stoffen, die wirksam sind, vorkommt. 

DaB in der Blutplattkultur, wie schon erwahnt, auch Pterde- und 
Meerschweinchenblut gelést wird, diirfte wohl auf dem Vorhandensein eines 
Faktors in dem neugebildeten Lysin beruhen, der spater, méglicherweise bei 
der Filtrierung, fortfallt. 


b) Die Einwirkung des Staphylolysins bei verschiedenen 
Temperaturen. 

Die meisten Verfasser sind sich offenbar darin einig, dab, um eine 
méglichst kraftige Hamolyse mit einem Staphylolysin zu erhalten, die 
Mischung von Lysin und Blutkérperchen erst einige Zeit bei 37° stehen 
muB, wonach sie auf eine niedere Temperatur tiberfiihrt wird. 

Walbum (6), der mit gréBter Genauigkeit dieses Verhalten untersucht 
hat, fiihrt an, ,,daB die Zeit, waihrend der die Mischungen (von Staphylolysin 
und Blutkérperchen) auf 37° gehalten werden, eine betrachtliche Rolle 
spielt; die beim spateren Abkiihlen eintretende Hamolyse nimmt mit 
dieser Reaktionszeit zu. Die Reaktion ist nach 4 bis 5 Stunden beendet. 
Auch der Grad der Abkiihlung ist von Bedeutung in der Weise, dal mit 
abnehmender Temperatur (gepriift bei Temperaturen von 20° bis 0) sowohl 
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der Hamolysegrad wie die Hamolysegeschwindigkeit steigt.“* Aus praktisch: 
Griinden wandte Walbum jedoch | Stunde bei 37° und nachts iiber ty 
10° an. 

Auf Grund dieser Angaben bekommt man leicht die Auffassung, da 
sowohl die Reaktion zwischen Blutkérperchen und Lysin bei 37° wie di: 
folgende Abkthlung notwendig sind. Wie es sich damit verhalt, geht ai 


Tabelle IL hervor, wo mit einem Lysin, das offensichtlich iibrigens vic! 


stirker gegen Schafblut als gegen Kaninchenblut reagiert, die beide: 
Blutsorten einer Hiaimolyse bei verschiedenen Temperaturen unterzoge; 
wurden, wobei eine erste Ablesung nach 2 Stunden, die spatere wie gewohnlic! 
nach 20 Stunden vorgenommen wurde. 


Tabelle LI. 





Lysin: 0,1 0,05 0,025 0,0125 0,006 0,003 0,0015 0,00075 0,00037 0.00018 0,000¢ 


Schafblut 2 Std. { st. k. ok. k. k. | k. | k. k. st. 0 st 


37°, dann 10° | kK. kK. A. k. Kk. K. k. k. k. k. Ix 
Kaninchenbl. 2Std.{ k. k. k. ok. fk. sp. 0 0 0 0 0 
37°, dann 10° | K. K. KK. OK. OK. OW. St. 0 0 0 0 
Schafblut 2Std.{ 0 0 0 0) 0 0 0 0 0 0 0 
18°, dann 189 | kK. K. kK. KK. KO WK. OK. OK. 0 0 0 
Kaninchenbl. 2Std.{ k. k. ok. ok. fk. sw. 0 0 0 0 0 
18°, dann 189 | K. kK.) K.  K. WK. OK. Of. KK. St. 0 0 0 
Schafblut 2 Std.{; 0 0 0O 0 0 Oo 0 0 0 | O 0) 
10°, dann 10° | K. kK. OK. OK. of. Kf KK. 0 0 0 0 0 
Kaninchenbl. 2Std.{ k. ko ok. ok. f.k. sp. 0 0 0 0 0 
10°, dann 10° | K. K. kK. OK. OK. ORK. of. K. St. 0 0 0 
Schafblut 2 Std. { sp. sw. k. sp. 0 | O a a 0 0 0 
0°, dann 08 (WK. K. OK. OK. Of. KO 0 0 0 0 0 
Kaninchenbl. 2Std.| k. k.  k. st. sp. 0 0 0 0 0 0 
0°, dann 0° | KK. K. OK. OK. UW. of. K. Sw. 0 0 0 0 


Aus dieser Tabelle geht nun hervor, daB man mit Schafblut den kraftig 
sten Effekt erzielt in einer Réhre, die 2 Stunden bei 37° gestanden hat mit 


nachfolgendem Aufenthalt von 20 Stunden bei 10°. Der Effekt sinkt zwar 


mit der Temperatur, aber trotzdem ist in den Réhren, die wahrend der ganze 


Zeit bei 0° standen, fast vollstaindige Hamolyse mit 0,006 cem erreicht. Die 


Schnelligkeit der Lésung ist doch die unvergleichlich gréBte in der ersten 
Serie, wo bereits nach 2 Stunden bei 37° vollkommene Hamolyse eintrat 
bei 0,00075 cem. Bei den anderen Temperaturen ist Schafblut nach der- 
selben Zeit ungelést, auBer bei 0°, wo eine gewisse Lésung eintrat. Hie! 
kommt auch eine friiher erwahnte UnregelmaBigkeit zutage, die nicht selten 
bei Schaf- und Rinderblut bemerkt wird und die sich darin zeigt, daf di: 
gréBeren Lysindosen schwdcher lésen als die geringeren, ebenso daB ein 
gewisse UnregelmaBigkeit im Lésungsverlauf innerhalb der Serie vor 
kommen kann. 

Es lag nahe, diese UnregelmaBigkeiten in bezug auf die Lésung vor 
den verschiedenen py der Lysine ableiten zu wollen; da sie indessen in 
Lysine von allen méglichen py-Zahlen zwischen 6,5 bis 8,5 — den Grenz 
werten der von mir gemessenen Lysine beobachtet wurden, ist offenba! 
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r pu der Lysine fiir die erwahnten UnregelmaBigkeiten nicht verant- 
ortlich. 

Mit Kaninchenblut ist in diesem Falle der Kifekt ungefdhr derselhe ae 

ieben, ob man nun die Probe bei der niederen oder héheren Te mperatur 
cufbewahrte; auch war ebenso die Lésungsgeschwindigkeit dieselbe, jedoch 
twas geringer bei 0° als bei den héheren Temperaturen. 

Damit ist erwiesen, dali’ verschiedene Blutarten sich verschieden in 
dieser Beziehung verhalten, ferner auch. da®8 die Lésung weitgehend bei 
37 und 0° und den dazwischenliegenden Temperaturen vor sich gehen kann 
und da®B die Aussetzung der Proben bei einer héheren und die Uberfiithrung 
auf eine niedere Temperatur nicht notwendig ist, auch wenn man bisweilen 
dadurch (bei Schaf- und Rinderblut) die besten Resultate erhalt. Dab 
Kaninchenblut durch Staphylolysin schon bei 0° gel6ést wird, will ich hier- 
durch besonders unterstreichen im Hinblick aut die spater diskutierte 
Fixierung des Staphylolysins an Blutkérperchen. 


ec) EinfluB der Verdiinnung aut die Lésung. 

Bei einem gewohnlichen Immunhiémolysin, gewonnen beispielsweise 
durch die Injektion von Schafblutkérperchen an Kaninchen, verhiilt es 
sich mit dem Einflu®B der Verdiinnung aut die Hamolyse ja so, daB dieser 
gering ist. Bei einem hier jetzt gemachten Versuch ergab es sich beispielsweise 
so, daB die geringste totalhimolytische Dosis fiir eine Blutkérperchenmenge 
aus Leem 4°. iger Blutaufschlaimmung dieselbe war, ob das totale Fliissig- 
keitsvolumen in der Roéhre 0,5, 1,2 oder 4.c¢em ausmachte. Erst wenn das 
Fliissigkeitsvolumen bis 8 cem erhéht 














wurde, mute die Ambozeptordosis A on 8 
verdoppelt werden, um  denselben “T} 8 »™ 
Effekt zu erzielen (alles mit der not- S $901— ERS wo 
wendigen Komplementdosis), woraus ries 8 RE 100 il 
also hervorgeht, daB praktisch ge- Ss 820 Sac 
nommen die Wirkung des hdmoly- $= ee S83 al | 
tischen Systems in absehbarer Aus- SS / B85 7 | 
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nung ist und erst abnimmt, wenn § 5 / 20 | 
die Verdinnung in gréBerem Mare TTT Es ys tas 
geschieht. Vol in com Vol incem 
Wennessich um das Staphylolysin Abb. 1 Abb. 2. 


handelt, macht sich die Verdiinnung 

in einer ganz anders hervortretenden Weise geltend, wie die beigefiigten 
Kurven I und II zeigen. Diese sind entworfen nach Titrierungen mit Blut- 
kérperchenmengen, die fiir die Versuchsreihen jeder Kurve konstant, aber 
fiir die beiden Kurven verschieden waren. In jeder Réhre zu Kurve | 
gibt es so Blutkérperchen von lLeem 1°, iger Blutaufschlammung von 
Schafblut, wiahrend jede Réhre zu Kurve IL Schafblutkérperchen von 
2cem 10°.iger Blutaufschlammung enthalt, also 20mal soviel Blutkérper- 
chen in der Roéhre von Kurve II als von Kurve |. Die Ordinaten geben nun 
diejenige Menge Blutkérperchen an, berechnet in lecem 1°, iger Aut- 
schliammung, welche bei einer gewissen, in der Abszisse angegebenen Ver- 
diinnung (Volumen) gelést werden von einer gewissen Dosis Lysin, in der 
Kurve I 0,025 cem, in der Kurve II 0,0125cem; 32 in der Kurve | und 
160 in der Kurve II bei den Ordinaten geben somit eine Blutmenge von 
30 bzw. 160 cem 1° iger Blutaufschliammung an, und wie aus den Kurven 
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hervorgeht, wird diese Blutmenge von 0,025 bzw. 0,0125cem = Lysin 

einem Volumen von 0,5cem gelést. Die Kurven ergeben, dap die von ein 
gewissen, Lysinmenge gelésten Blutkérperchenmassen ungefahr proportion 
zur Konzentration steigen, oder, was dasselbe bedeutet, daB die Wirksamk: 
des Lysins ungefadhr proportional zur Konzentration zunimmt.  Samtlic} 
hierhergehérigen Versuche zeigen im Prinzip dasselbe Resultat. 


d) Der EinfluB der Blutkérperchenmenge. 


Der EinfluB der Blutkérperchenmenge bei der Bestimmung eit 
gewohnlichen schafhimolytischen Immunserums macht sich nun so geltend, 
da die fiir eine komplette Hamolyse nétige Dosis auch proportional mit 
der Steigerung der Blutkérperchenkonzentration steigt, unter der Voraus- 
setzung. daB hinreichendes Komplement fiir das Inkrafttreten der Héimolys: 
hinzugefiihrt wird; hier gilt das Gesetz der Multipla. Unter Beibehaltuny 
eines Fliissigkeitsvolumens von 2 ccm in jeder Réhre muB somit die Ambo 
zeptordosis verdoppelt werden bei der Verdoppelung des Blutkérperchen 
gehaltes von | zu 2°,, um eine vollstaéndige Hamolyse zu erhalten usw. bei 
einer weiteren Steigerung des Blutkérperchengehaltes. Bei dem Versuch 
einer Steigerung des Blutkérperchengehaltes von 1- bis zu 32° ,iger Blut 
aufschlammung zeigte sich auch, dab, um eine volle Hamolyse in den 
Réhren mit 32°,iger Blutaufschlimmung zu erhalten, auch die Serum 
dosis (Ambozeptordosis) 32mal erhéht werden muBte, mithin von !/56 99 
auf */ 999 com. 

Die Bedeutung dieses Faktors fiir die Wirksamkeit des Staphylolysin- 
ist ganz anderer Art. Seine Rolle ist schon friiher Gegenstand von Unter- 
suchungen gewesen. 

So sagt Schur (7) davon unter anderem folgendes: ,,Es zeigte sich das 
eigentiimliche Verhalten, daB gleiche Mengen Toxin um so mehr Hamoglobin 
lésten, je mehr Blut ihnen zur Verfiigung gestellt wurde,‘‘ aber ,,die Menge 
des nach 24 Stunden von einer bestimmten Toxinmenge gelésten Hamo- 
globins wachst nur bis zu einem bestimmten Punkte mit der Blutmenge* 
..Von dieser Grenze ab wird dieselbe mit wachsender Blutmenge kleiner.” 
»;Worauf diese eigentiimliche Wirkungsweise zuriickzufiihren ist, laBt sich 
vorderhand nicht sagen.‘* Auf Grund verschiedener Versuche und Uber- 
legungen betrachtet Schur das Staphylolysin als ,,ein  héamolytisches 
Ferment**. Volk (5), der ausfiihrlich diesen Teil der Arbeit Schurs zitiert, 
findet inzwischen im AnschluB an die Ergebnisse, die er bei Bindungs- 
versuchen zwischen Staphylolysin und Blutkérperchen erhalten hat, dati 
Schurs erwahnte Beobachtungen ganz in Ubereinstimmung mit dem Massen- 
wirkungsgesetz erklart werden kénnen. (Volks Versuche siehe weiter unten 
bei .,Bindung des Lysins‘*.) Und diese Auffassung, die wohl zusammen- 
paBte mit Beobachtungen von anderer Seite, beispielsweise Diphtherie- 
toxin-Antitoxin (Arrhenius-Madsen), ist ohne weiteres akzeptiert worden. 
Spatere Verfasser erwihnen zwar Schurs Arbeit, ohne aber auf eine nahere 
Diskussion tiber seine Befunde einzugehen. 


Da ich bei der Titrierung von Lysinen mit verschiedenen Blutkérperchen- 
mengen jedoch konstant weit héhere Werte fiir die Lésungskraft des Lysins 
erhielt, wenn die Titrierung bei gr6Beren als bei kleineren Blutmengen geschah, 
wenn ich beispielsweise Lysin mit 0,1 cem Blutkérperchen titrierte, welches 
der Blutmenge in 20 cem 1 °,iger Blutaufschlammung entspricht, statt wie 
iiblich mit nur | cem der eben genannten Blutaufschlammung, wurde ich 
veranlaBt, sowohl Volks Bindungsversuch nachzupriifen (vgl. hierzu 
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..Bindungsversuch**), als auch den EinfluB der Blutkérperchenmenge auf 
je Aktivitat des Lysins einer weiteren Analyse zu unterziehen.  Gleich 
Schur habe ich untersucht, wie dieselben Lysindosen sich gegen verschiedene 
lutkonzentrationen bei dem gleichen Volumen verhielten; die Versuche 
sind mehrmals und im Prinzip mit demselben Resultat wiederholt worden. 

Die Technik war dabei folgende: Nach 1 Stunde bei 37° Schlub- 
hestimmung, wenn eine vollstaéndige Lésung vorlag; wenn nicht, Zentrifu- 
wierung, Abpipettierung der Fliissigkeiten, wonach den Bodensitzen so viel 
einer O,8°,igen NaCl-Lésung hinzugesetzt wurde, dai das gesammelte 
Volumen 2 cem in jeder Réhre wurde. Diese Abpipettierung der Ursprungs- 
fliissigkeit und das nachfolgende Zusetzen der NaCl-Lésung wurden vor- 
genommen, weil, wenn die urspriingliche Fliissigkeit daringelassen wurde, 
die endgiltige Lésung in den héheren Blutkonzentrationen in der Regel 
nicht so klar wurde wie bei der Anwendung der eben angegebenen Technik 
und wie das fiir eine gute Ablesung wiinschenswert war. Die Réhren wurden 
gut umgeschiittelt und so wahrend der Nacht bei 10° stehengelassen. Daraut 
wurde der Hamolysegrad bestimmt und, wenn ein ungeléster Rest tibrig war, 
zentrifugiert, die Fliissigkeit abpipettiert und zu dem Bodensatz destilliertes 
Wasser hinzugesetzt bis zu einem Gesamtvolumen von 2cem. Die 
Farbstirke bei dem wasserhamolysierten Rest wurde nach Farbskalen 
beurteilt, die mit Blutkérperchen und destilliertem Wasser hergestellt 
wurden und 0,2 bis 0,9°,, 1 bis 9°, und 10 bis 100°, Blut umfaBten. Diese 
Farbskalen wurden gleichzeitig mit der ersten Ansetzung der Probe selbst 
bereitet, so daB sie ebenso lange wie die Probe selbst stehen muBten. 

Die Farbstarke in einem Hamolysat vollstaéndig exakt bestimmt zu 
bekommen, ist mit groBen Schwierigkeiten verbunden, aber der Vergleich 
mit den Farbskalen ist mit gr6Bter Sorgfalt ausgefiihrt, und mehrere Personen 
sind zur Kontrolle herangezogen worden. Deshalb darf gesagt werden, dab 
die angegebenen Ziffern fiir den Hamolysingrad nicht wesentlich von den 
exakten Werten abweichen kénnen. Die prinzipielle Ubereinstimmung bei 
zahlreichen Versuchen bietet auch eine Garantie fiir deren Zuverlassigkeit. 

Selbstverstandlich sind iiberall in dieser Arbeit fiir alle Versuche 
innerhalb derselben Serie ebenso wie fiir Versuche mit derselben Art Blut- 
kérperchen innerhalb verschiedener Serien, die zum Vergleich bestimmt 
waren, Blutkérperchen von ein und demselben Blutzentrifugat angewandt 
worden, wodurch so das Ausgangsmaterial innerhalb jeder Serie oder 
innerhalb der Parallelserien dasselbe und die Relation der verschiedenen 
Aufschlammungen die angegebene geworden ist. Hierdurch wurde die 
einzig wichtige und bedeutsame Fehlerquelle der hierhergehérigen Versuche, 
namlich der Wechsel bei verschieden intensiven Zentrifugierungen und aut 
Grund dessen verschiedene Blutkérperchenzahlen in dem  Bodensatz, 
eliminiert. Ebenso sind iiberall bei der Titrierung Blutkérperchen in der 
den Serien entsprechenden Aufschlimmung, aber ohne Lysinzusatz, allen 
Serien als Kontrollen beigegeben worden, und nur unter der Voraussetzung, 
daB keine Lésung in ihnen wahrgenommen werden konnte, wurde die Serie 
anerkannt. 

Bei den meisten Versuchen ist der Blutkérperchengehalt nicht weiter 
als bis zu 40°, vermehrt worden, da dariiber die Beurteilung des Hamolysin- 
grades besonders heikel ist. 

Hier werden nun einige Tabellen iiber derartige Versuche mit Schat-. 
Kaninchen- und Rinderblut mitgeteilt. Die Versuche mit dem Schafblut 
werden in Tabelle [11a und II]b anschaulich gemacht. 
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Tabelle Illa. 


Lysin gegen Schafblutkérperchenaufschwemmung von ve 
schiedenen Konzentrationen. 


Urspriingliches Totalvolumen in jedem Réhrchen 1 cem. 





Lysin: 0.1 0,05 0,025 0,0125 0,006 1,003 0.0015 0.00075 0.00037 0,000) 
1°,, Blut K. | K. | K. hk. k. k. K. St. 0 0 
davon nicht gelost 
5% Blut kK. kK. kK. I. Kk. K. St. Sw. 0 0 
davon nicht geldst 1% | 3% 5% 5 
10%, Blut kK. Kk. K. Kk. Kk. K. St. St. Sp. 
davon nicht gelost 14%; 6% | 10 
20% Blut St. | St.) St.) St. St. | St. | Sw. | Sp. 
davon nicht gelost 9,8% 0,8% | 3% | 8% | 12%) 20% | 20 
40% Blut St. St. St. St. St. | St. | Sw. 0 
davon nicht gelést | 3%, | 3% 3% 3% 3° 8% 18%, 40°, | 49% 40° 
80°, Blut St. | St.; St.| St. | St. | Sp.| 0 0 0 0 


davon nicht gelést') 8% 8°, 8% 8% 8% 69%, 80% 80% | 80% | 80°, 


Tabelle IIb. 
Lysin gegen Schafblutkérperchenaufschwemmung von _ ve1 
schiedenen Konzentrationen. 


‘rsprtingliches ttalvolumen in jJedem Réhrchen 1 cem. 
Urspriinglicl Totalvolumen ir 1 Rohrel} l 





Lysin: 0,1 0,05 0,025 0.0125) 0,006 0,003 0,0015 0.00075 0.00037 0,000 15 
% Blut K. | K. | K. | K. | K. | K. | K. | St. | Sw. |] 0 
davon nicht gelést 0,4, 
% Blut Kk. Kk. Kk. Kk. Kk. Kk. K. St. 0 0 
davon nicht gelost 0.4% 
10°, Blut Kk. Kk. K. Kk. Kk. Kk. fF. St. Sp. 0 
davon nicht gelést 0.4%) 1.4% | 6% | 8° 
20°,, Blut St. | St. | St. St. | St. St. | St. | Sw. Sp. 0 
davon nicht gelist ,8°%, 0.89% 0.8% 0.8°,, 9.8% 98% 18% 4°, | 10°, 
40°, Blut St. St. | St. | St. | Sr. | St. | (St.) |) Sw. | Sp. 0 
davon nicht gelist 1% 1% | 1%!) 1% 1%, | 2% | 6% 19% | 30% 
89°,, Blut St. | St | St. | Se. | fK.| St. | Sw.| Sp 0 0 


davon nicht gelést 6°, 6% 6% 6% 6°54 8% 20% 49% 


Tabelle IV. 


Lysin gegen Kaninchenblutkérperchenaufschwemmung von ve! 
schiedenen Konzentrationen. 


Urspriingliches Totalvolumen in Jedem Réhrchen 1 cem. 





Lysin: | 0,1 0,05 | 0,025 0.0125 0,006 | 0,003 '0,0015 0,000.75) 0.00037 0.00018) 0,000.09 


1% Blut Kk. Kk. kK. Kk. Kk. K. Sw. Sp. Sp. Sp. 
davon nicht 

gelist 0.4%, 0.6%, 06% 08% 
5°. Blut K. k. Kk. K. K. K. St. St. St. St. St. 


davon nicht 
gelost 0,6°,, 0,4°, 04°, 04°, 0,4? 
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Tabelle IV (Fortsetzung). 
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Lysin: 0,1 0,05 0,625 0,0125 0,006 0,003 0.0015 0,00075 0.00037 0,000 18 0.00009 
10°, Blut k. k. K k. hy. kK. Sw Sp Sp Sp. 0 
lavon nicht 
gelost 4 R” 8 8 10° 
20°, Blut K. Kk. K. | K.| &. | St. | Sw.!| Ge Sp. | Sp. | Sp. 
laven nicht 
celost o%,, | 6%, | 10° Is LS 1S 
OY Blet |f.K.)f.E./f. KR. 1f.K./8.5K. St. | Sw 0 0) 0 0 
lavon nicht 
gelost 12% |1,2°% |12%, |1.2% i\4,2°,| 3 16°, 40 40 40 40°, 
80° Blut St St. St St St. St. | Sw. Sp. Sp. 0 0 
daven nicht 
gelost 16% | 20% | 16% 16%/16°, 16°,'40°.| 60 70 80 gO” 
Tabelle V. 
Lysin gegen Rinderblutkérperchenautschwemmung von ver- 
' schiedenen Konzentrationen. 
Lysin: 0,2 01 0,05 0,025 0.0125 0.006 0.003 0.0015 0.00075 0.00037 
,=8 1°, Blut Ms wie et eee 8 ee 
BAe ae we ae ae ae ae ae kK. Sw. 
2S2 6 40 {i oO 0 0 0) 0 0 0 0 0 0 
MES 9 °F TE 1 E141 EB ee 0 0 
19 16° { 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
=-=— ES > * 118. / EB EK. | BILE. LZ Se. 0 0 0 
Ss 39 0 i 0 0 0) 0 0 0 0 0 0 0 
eR Ue*® * 1 KK) | E.| EK. if) Sp.| Sp. 0 0 
28s 1°, Blut : e198 0 0 A 0 0 4 
Ss" 2 S95 36 Se Se ae ae a 0) iL 
28k 40 ji 0 0 () 0 iD) 0 0 0) 0 0 
BEE ° » | K.| K. | K| K.| K. | | St.! © 0 0 
s=& vs 16° (| 0 0 9 0) 0 0 0 0) 0 0 
—=. 5. = * tie | Be | B. | Be | Be | Bt Se.| 8 0 0 
+ = 39.0 ; 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
= S le (jk | | RK. | x. | St. | Spisp | 0 0 0 


Berechnet man nun hieraus die Mengen der Blutkérperchen, die in 


den 
und fiihrt 


sie 


in 


Illa lést 
(,.leem Lysin bei 1°, Blut 64cecm 1°,iges Blut; 


? a - a, «x 2 
Gs. a oi ~ ete we: ae 
= ‘ so ma w 
G2 «x » 40°, 32 
Os. ws me 80°, 16 


1 In den Tabellen Illa und 


Kubikzentimeter 
schlammung an, so erhalt man folgende Werte!: 


In Tabelle 


» 
10 
17 
32 
7 


» 


einer 


320 
544 
1024 


1152 


1 °. igen 


160 cem 


- 


ee 


verschiedenen Konzentrationen durch z. B. 0,1 cem Lysin gelést sind 
der Anzahl 


Blutauf- 


°-iges Blut 


- 


I} 1b, ebenso wie spater in den Tabellen [V 


und V, sind diejenigen Haimolysenwerte, auf denen die 
beruhen, Cursiv gesetzt. 
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Berechnungen 
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0,1 cem Lysin bei 


0,1 
0,1 
0,1 
0,1 
0,1 
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Und in Tabelle IIIb lést 


1°, Blut 64cem_ 1°, iges Blut; 


9 * » 58% » 64 ,, 5 ss 99 320 cem 1°, iges Blu 
% ” « Bo « CO a 9,5 ,, ” G0 ., 1 » 
% 9 ey « SE a TR 2 TSS 4» 2 os 
% » ao Te os CR Oe DB Om oo BRT ac Done 
I 


80% , 64 , 6 ,, o 3840 ,, ee 


Fiihrt man diesen Wert in Kurven aus, bei denen die Ordinaten di: 


Anzahl! Kubikzentimeter 1 °,iges Blut und die Abszissen die Blutkérperchen 
konzentrationen sind, erhalt man folgende Abbildungen : 


zeigt. 
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Fiir Kaninchenblut nimmt sich der Versuch so aus, wie Tabelle IV 
Eine Berechnung der lésenden Kraft von 0,1 cem Lysin in den ver 


schiedenen Konzentrationen auf dieselbe Weise wie oben mit den Schat 
blutkérperchen gibt folgendes Resultat : 


Bei 
- 
‘ie 
ji 
é 


. 


der 


obenstehenden Tabelle, ergibt die Abb. 5. 


1°, Blut werden gelést 32 cem 1°, iges Blut; 


a. « i js a en - 160 cem 1°, iges Blut 
10% 2 “ wae oo RR és a ® w& és 
20% » ‘a “a ee. * Se w tt w - 
40% 55 - wn ae Ee S&S an 30 . ft - 
80% s+ i a me wz SO we i 2048 , 1 ,, ” 


Die so gefundenen Werte, aufgezeichnet als Kurve von demselben Wert 
£ £ 


Ordinaten und Abszissen wie die vorhergehenden Kurven, aber be- 
rechnet auf 1 cem Lysin, mit deshalb verzehnfachtem Wert gegeniiber der 
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Damit bleibt noch derselbe Versuch mit Rinderblut tbrig (Tabelle V). 
Hier wurden keine Hamoglobinbestimmungen vorgenommen, da nur auf 
lie Grenzwerte fiir die vollkommene Himolyse bei den Titrierungen Riick- 
icht genommen wurde. Zwei Versuchsserien wurden gleichzeitig aus- 
vefiihrt mit einer urspriinglichen Totalmenge von 0.5¢cm in der ersten 
nnd 2.cem in der zweiten fiir jede Réhre, wobei nach der Zentrifugierung 
2cem 0,8°.ige NaCl jedem Bodensatz hinzugefiigt wurden. 

Die lésende Kraft von 0.1 cem bei den verschiedenen Konzentrationen 
utter Berechnung wie vorher ist in der ersten Serie: 


bei 1°, Blut 128 cem 1°.iges Blut 
» 4°, , 32cem 4°, iges Blut; 128 
16° 6s « 6 « 


ay a is «. BD w 
und in der zweiten Serie 


bei 1°, Blut 32. cem 1°, iges Blut 
4°, .. l6cem 4°.iges Blut; 64 
ey, ww S 16, ” 128 
ee <a os + a 128 


Die Kurven iiber diese beiden Versuchsserien haben tolgendes Aus- 
sehen: 

Wie schon gesagt, sind die 
oben erwiéihnten Versuche zu 
wiederholten Malen ausgefiihrt 
mit prinzipiell demselben Resul- 
tat. obgleich mit wechselnden 
absoluten Werten, die auf den 
verschiedenen Lysinen und der 
Variation der Blutkérperchen in | TI 
der Lysinempfindlichkeit beruh- DTT a a 108 
ten. In ein paar Fallen — einer Blut in % Blut in % 
bei Rinderblut und einer bei Abb. 6. Abb. 7 
Kaninchenblut — trat jedoch 
nach einer starken Steigerung in der Lysinwirkung bis zu 32°,, Blut, 
ein Fall bei 40°, ein (héhere Blutkérperchenkonzentrationen wurden 
nicht in dieser Probe verwendet). Die Erklaérung hierzu siehe weiter unten. 
Abgesehen von diesen Fallen zeigen die hierhergehérigen Versuche mit 
Tabellen und Kurven eine Steigerung der lésenden Kraft des Lysins bei 
der Vermehrung der Blutkérperchenmengen, die in gewissen Fallen auber- 
ordentlich ist. Das Staphylolysin weicht in dieser Beziehung ganz von 
den Immunhamolysinen ab. Eine solche Steigerung, wie sie beispielsweise 
bei der Lysinwirkung auf die Schaf- oder Kaninchenblutkérperchen bemerkt 
werden konnte, laBt sich nicht anders denken, als entweder die Folge einer 
Aktivierung des Lysins durch die Blutkérperchen oder unter der Voraus- 
setzung, das das Lysin von Fermentnatur ist. In dem letzteren Falle diirften 
die beiden oben erwahnten Ausnahmen von der allgemeinen Regel der 
Steigerung der Hamolysewerte bei steigender Konzentration auf einer 
Anhaufung hemmender Stoffe beruhen, eine Anhaufung. die in Anbetracht 
der Ungleichheit der Blutkérperchen gegeniiber dem Lysin wahrscheinlich 
auch in hohem Grade von Fall zu Fall wechseln kann. 
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B, Die Bindung des Staph ylolysins an Blutkérperchen. 


Betreffs der Bindung des Staphylolysins durch empfindliche Blut 
k6rperchen sagen Neisser und Wechsberq: ,,.LaBt man namlich bei 0° eini, 
Stunden (vom Verfasser Cursiv gesetzt) ein Staphylolysin auf Kaninche: 
erythrocyten einwirken, so ist aus der abzentrifugierten Fliissigkeit all 
Staphylolysin verschwunden und an die Blutkérperchen verankert, und 
zwar so fest, daB es durch 6fteres Waschen mit physiologischer Kochsalz 
lésung und Zentrifugieren diesen Blutkérperchen nicht mehr entrisse: 
werden kann. ,,Dies muB bei 0° gemacht werden, da schon bei einer kurze, 
Erwirmung tiber 0° Auflésung eintritt.." Unter Hinweis auf die ober 
gemachten Ausfithrungen iiber die Lysinwirkung bei verschiedenen Tem 
peraturen (Tabelle 1] nebst Bemerkungen) méchte ich hier sagen, daB diese: 
Versuch mit Blut von hiesigen Kaninchen niemals wiederholt werde: 
konnte, da nach 2 Stunden bei 0°, wie es iibrigens auch Tabelle I] zeigt. 
die Blutkérperchen weitgehend gelést waren auch in dem Falle. dai) 
simtliche Fliissigkeiten bis 0° vor der Mischung abgekiihlt waren. 


Tabelle VI. 





Zugegebene Zugegebene Restliche Absorbierte Absorbierte 
Lysinmenge Lysinmenge Lysinmenge Lysinmenge Lysinmenge 
in cem in Einheiten in Einheiten in Einheiten in ° 


3°) Kaninchenblut. 


0,2 20 5 15 75 
| 04 40 8.5 31,7 79 
A O08 80 25 55 69 
| 1,0 100 etwa 40 etwa 60 60 
16 160 43,3 76,7 48 
10 %/) Kaninchenblut. 
0,2 20 0 20 100 
| oa 40 i 35 88 
B O08 80 12,5 67.5 S4 
| 1.0 100 25 75 75 
1.6 160 62.5 97,5 61 
: 20°), Kaninchenblut. 
0,2 20 0 20 100 
| 0.4 40 0 40 100 
C O08 80 5 75 94 
| 1,0 100 6,3 93,7 93,7 
1,6 160 25 135 84 


Volk (5), der die Frage nach dem quantitativen Bindungsverhalten 
des Staphylolysins aufgenommen hat, wendet inzwischen bei seinen Ver 
suchen folgende Methodik an: ..Es wurden zu einer bestimmten Blut 
kérperchenmenge (von Kaninchen) steigende Dosen Lysin zugesetzt, das 
Ganze stets auf gleiche Fliissigkeitsmenge durch 0,85°,ige NaCl-Lésung 
erginzt, 2 Stunden bei 37° belassen und dann auf die Lésungskraft aus 
gewertet.** Er arbeitet somit mit Aufschlammungen, in welchen sowoh! 
nach Neissers und Wechsbergs oben zitierter Bemerkung als auch nach 
meiner eben erwahnten Tabelle II das Blut in der Hauptsache schon von 
dem Lysin aufgelést war. Die bei dem Versuch beobachteten Bindungen 
stellt Volk S. 845 zusammen in obenstehender, aus Volks Arbeit entnommene! 
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labelle, hier Tabelle VI. Seine Ergebnisse driickt Volk in folgenden Worten 
aus: ,,Bei gleichbleibender Menge der bindenden Substanz wdchst die absolute 
ibsorptionsmenge mit der zugegebenen Lysinmenge, wdhrend die relative 
allt, ein Verfahren. das in bester Ubereinstimmung mit den Bindungs- 
gesetzen der Immunkérper an die entsprechenden Rezeptoren steht.‘ 
Cursiv vom Verfasser.) Das ist somit die quantitative Seite der Bindung. 
..Diese Bindung geschieht nicht nur bei 37°, sondern auch, obgleich nicht 
so schnell, auch bei 0°." 

Aus meinen Bindungsversuchen, welche mit zahlreichen Blutsorten 
von Kaninchen, Schaf-, Rinder-, Pferde- und Meerschweinchenblut und 
Lysinen von verschiedenen Staphylococcenstaémmen ausgefiihrt wurden, 
ist es mir jedoch nicht méglich gewesen, eine Bestatigung fii die oben 
genannten Angaben zu finden, weder fiir die von Neisser und Wechsberq, 
noch fiir die von Volk, 

In Tabellen VII bis X wird nun das Resultat einer Serie Bindungs- 
versuche veranschaulicht. 

Die Art des Verfahrens ist tiberall dieselbe gewesen, indem abnehmende 
Lysindosen mit gleich starken Dosen wohl gewaschener Blutkérperchen 
(0,1 cem) versetzt werden, wobei in jeder Réhre die totale Flissigkeitsmenge 
nur 0,5cem ausmacht; | Stunde bei 37°, darauf Zentrifugierung, wonach 
die Fliissigkeiten fiir die Titrierung des iibrigbleibenden Lysins verwanut 
wurden, waihrend der Bodensatz, d.h. die nicht gelésten Blutkérperchen, 
mit 2cem 0.8°,iger NaCl-Lésung versetzt wurden und nach 20 Stunden 
bei 10° die Ablesung vorgenommen wurde, um festzustellen, wieweit auch 
sie nun gelést waren. Das Resultat dieser Ablesung ist auf den Tabellen 
als Ablesung nach 20 Stunden bei Behandlung des betreffenden Lysins 
mit 0,1 cem Blut angegeben. Kontrollen der Blutaufschlammungen ohne 
Lysin, aber bei im iibrigen gleicher Behandlung, sind bei jeder Titrierung 
mitgelaufen, auch wenn sie aus Raummangel hier nicht aufgefiihrt sind, 
um zu bekunden, da das Blut ohne Lysinzusatz nicht gel6st wurde. 

In den Tabellen VII bis IX (Meerschweinchen-, Pferde- und Menschen- 
blut) sind die Titrierungen des in den Fliissigkeiten verbleibenden Lysins 
mit Kaninchenblut ausgefiihrt worden, weshalb eine Titrierung des Lysins 
gegeniiber dieser so verwendeten Blutsorte gleichzeitig mit den tibrigen 
Titrierungen stattfand. 

Die Tabelle VIL gilt fiir Meerschweinchenblutkérperchen. Diese werden 
weder bei einer einfachen Titrierung mit einer | °,igen Blutaufschlammung 
(a)*, noch mit einer gréBeren Blutquantitét (0.1 cem Blutkérperchen, 
0.5ccem Totalvolumen) (c) gelést. Bei Kaninchenblut ist der Titer gleich- 
zeitig bestimmt bis zu 640 (b). In der ersten Rohre (c) fiir die Prifung 
einer eventuellen Fixierung ist 0,2 Lysin hinzugesetzt worden, d.h. 128 
lytische Dosen (spater erst bezeichnet |. D.); in der Flussigkeit findet man 
161. D. auf 0,1 cem (d), und da die Réhre 0.5 cem enthielt, werden es 
bei gleicher Verteilung 80 1. D., was angeben soll, daB 48 1. D. fixiert wurden. 
Nach denselben Berechnungen wirden sich in den folgenden Réhren mit 
0,1, 0,05 und 0,025 cem (e), (f). (g) 401. D. frei und 24 fixiert finden, sowie 
201. D. frei mit 12 fixierten, und 10 frei mit 6 fixierten. Nicht eimmal in 
den Rohren, wo nur 161. D. zugesetzt wurden, wird alles fixiert; die Pro- 


* Die Buchstaben in der Klammer bezeichnen die entsprechenden 
Versuchsserien in den Tabellen. 
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Tabelle VII. 
Lysin: 0,2 O01 0,05 0,025 0,0125 0,006 0,003 0.0015 0.00075 0,000 
a) Lysn+1°%) {| 0 | O 0 oO 0 0 0 0 0 0 
Meerschweinchenblut | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
b) Lysn + 1°, ji k.| k.| ke k. | €&k.| st. | sp. 0 0 0 b) 
Kaninehenblut li K.| K hk. K. K. K. | K. | f.K.| Sw. 0 
¢) Lysin + 0,1 cem , 
Meerschweinchen- | 0 ; . : : : . H 
blutkorperchen ' ' ¥ 
Titrierung 
der I liissig- e) 
d) | keiten von], 0.2 2.118 | sp. 0 0 0 0 0 
0,2, 0,1, K.| K. | K.| K. | K. |£.K.! St. 0 0 0) d) 
e) |9,05 0.0,025 | 0,1 f.k. f.k. st. sp. 0 0 | 0 0 0 0 
der oben- K.| K. | K. | K. | f.K.| St. | 0 0 0 0 e) 
f) stehenden (0.05 f.k. f.k. sw. O 0 0 0 0 0 0) 
Versuchs- K.| K. | K. |f.K.| St. 0 0 0 0 0 f) 
g) serie ¢) 0.025. st. sw. 0O i) 0 0 0 0 0 i) 
1°), Kanin- K.| K. | K. | St.| 0 610 0 0 0 
chenblut 
gegentiber 
Tabelle VIII. her 
hed 
Lysin: 0,2 O1 0,05 0,025) 0.0125 0,006 0,003 00015 0.00075 0.0005 ven 
mit 
a) Lysin + 1°) |{ O O 0 0 0 0 0) 0 0 0 her 
Pferdeblut 1] OF 0 0 0 0 0 0 0 0 ) al 
b) Lysin + 1% {| k.| k. | ka | k. k. f.k.| sw.| sp. 0 0 5 
Kaninchenblut ij kt Ki / Rin. | | RK] KIER. 6Se Sp. 
¢) Lysin+ 0lem { 0; 0 O | O 0 0 0 0 0 0) das 
Pferdeblutkorperchen | Sp.| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 hin 
Titrierung R6 
der Flissig- Als 
a) | Rotten vonto2 | | kik ifki ow./0;0/ 0) 0 | 0 Ly 
0.0% 0.0025 K. iN ‘A. K.  K. (f. K.| St. | Sp. 0 () ant 
e) Seat allan 0.1 f. k. f. k. f. k. sw. 4 0 9 0 0 0 ithe 
H poner Naat sal K.| K. | K. | K. | f. K.| Sw. | Sp.| 0 0 0 
f) ) Versuchs- (9:99 fk) fk. sw. 0 0 0/0 0 0 0 oie 
onload _ K.| K. K. f.K. Sw. 9 0 0 0 0 rn 
g) Lo) 0,025 f. k.| st. 0 0 0 0 0 0 0 0 
Pah Fas K. |f. K. f. K. Sw. 0 0 oO 0 0 0) un 
Kaninchen- wo 
blut gegen- 
iiber 
sO 
portion zwischen dem fixierten und freien Lysin ist in allen Réhren von bei 
Serie c) dieselbe. An 
Diese Beobachtung wurde, wie unten an verschiedenen Stellen erwahnt gel 
wird, bei mehreren Blutarten gemacht und kénnte zu Erwagungen fiihren. Pro 
ob vielleicht die Fixierung des Lysins nach einem bestimmten Teilungs Be 
koeffizienten vor sich gehe. Da man nun aber aus der Tabelle ersieht. vel 
daB in der Serie (d) der Hamolysengrad in der Réhre nach der mit fast sti 
vollstandiger Héamolyse (f. K.) St. betragt und dasselbe in den folgende: nu 


Serien (e), (f) und (g) der Fall ist, so versteht es sich, da®B die obe: ges 
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Tabelle IX. 





Lysin: 0,2 O01 0,05 0.025 0.0125 0.006 0,008 0.0015 0.00075 0.00037 








a) Lysin + 1%) {| k. | k. | ke! ok. | sw. | 0 0 0 0 0 
Kaninchenblut Wj K. | K. | K. | K. k. K. |f. K.! Sw. Sp. 0 
b) Lysin + 0,1 cem | olo0i0lo0 0 0 0 0 0 0 
Menschen- K. St. St.) St. Sw. Sp. 0 0 0 0 
blutkérperchen 
Titrierung 
der I liissig- 
keiten von 
¢) 0,2, 0,1, | 0,2 k. |f.k.| sp.| 0 0 0 oO 0 0 0 
0.05 und Kiki Kk. | Ki £8.) &1 © 0 0 0 
d) 0,025der |0,1 f.K. sp.) 0 | O 0 0/0 0 0 0 
oben- K. | K. | K. |f.K.) Sp. | 0 | 0 0 0 0 
e) ) stehenden (0,05 sp. O O | O 0 0 0 0 0 0 
Versuchs- K. | K. |f. K.)Sw.| Sp. | 0 0 0 0 0 
{) serie b) 0,025 0O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
1% K. |f. K.; St.| Sp.; 0 0 0 0 0 0 
Kaninchen- 
blut gegen- 
iiber 
berechneten Werte fiir freies Lysin’ sehr niedrig sind. Eine’ un- 


bedeutende Vermehrung des Hamolysingrades von St. auf f. K. in der letzt- 
genannten Réhre hatte eine Verdoppelung der Werte fiir das freie Lysin 
mit einer entsprechenden Einschrankung der Werte des  gebundenen 
herbeigefiihrt und als Resultat ergeben, daB in jedem Falle kein Lysin 
gebunden war. 

Bei Pferdeblut, das von Lysin auch nicht gelést wird, ist das Verhalten 
dasselbe, wie Tabelle VILL zeigt [in der ersten Réhre der Serie ¢) also 1281. D. 
hinzugesetzt, mit 80 adsorbierten und 48 freien 1. D. (d), in der zweiten 
Réhre der Serie c) 64 hinzugesetzt, mit 40 adsorbierten und 24 1. D. (e) usw. }. 
Also auch hier ein konstantes Verhaltnis zwischen adsorbiertem und freiem 
Lysin, ohne Riicksicht auf die GréBe der zugesetzten Lysindosis. Bei 
anderen Versuchen mit Meerschweinchen- und Pferdeblutkérperchen 
iiberhaupt keine Adsorption (vgl. beispielsweise Tabelle XIL und XIII). 

Bei der Verwendung von Menschenblutkérperchen fiir Fixierungs- 
versuche (Tabelle LX) erhalt man, wie die Tabelle zeigt, dasselbe Resultat. 
{In der ersten Réhre der Serie b) also 641. D. hinzugesetzt. wovon 40 freie 
und 24 adsorbierte (c), in der Serie b), zweite Roéhre, 32 1. D. zugesetzt, 
wovon 20 freie und 12 absorbierte (c) usw. | 

Menschenblut ist hier, wie die Serie b) in der Tabelle zeigt, in nicht 
so unbedeutendem Grade gelést worden (vollstandige Lésung von 0,2 cem 
bei einer Temperatur von 37° in I Stunde und 10° in 20 Stunden). 
Andere Proben von Menschenblutkérperchen sind von diesen Dosen nicht 
gelést worden, ebenso ist in der Frage des Adsorptionsgrades und der 
Proportion zwischen den absorbierten und freien |. D. der Wechsel erheblich. 
Bei 0.1 cem Blutkérperchen von acht verschiedenen Personen und zwei 
verschiedenen Lysinen wechselte die Adsorption von © bis 441. D., sie 
stieg bei einer Person sogar bis 216, wobei in diesem letztgenannten Falle 
nur 40 frei waren, ohne daB aber doch eine Lésung der Menschenblutkérperchen 
geschah. In einem Versuch (vgl. Tabelle XIV) war nach 4 Stunden deutlich 





308 J. Forssman: 


sogar eine Verstarkung (Aktivierung) des Lysins durch die Beriihrun 
mit den Menschenblutkérperchen vor sich gegangen und keine Fixierung 
Wird nun weiter bei dem Fixierungsversuch eine Blutart gepriift, die sic! 
leicht durch Lysin lésen lat, z. B. Rinderblut, so erhaélt man Werte, di: 
sich entweder ganz den oben erwaihnten Ergebnissen der Meerschweincher 


oder Pferdeblutversuche anschlieBen, mit einer konstanten Proportio: 


zwischen fixierten und freien |. D., ob nun die Lysindosis gréBer oder kleine: 
war, oder hatte tiberhaupt keine Fixierung stattgefunden, oder es ergibt 
sich schlieBlich, daB eine Aktivierung des Lysins durch die Beriihrung mit 
den Rinderblutkérperchen stattgefunden hatte. 

Ein Versuch, bei dem dasselbe Lysin mit dem Blute zweier Rinder 
gleichzeitig verwendet wurde, um das Verhalten der Rinderblutkérperchen 
und des Lysins zueinander festzustellen, wird durch Tabelle X erlautert. 


Tabelle X. 





Lysin: | 0,2 | 0,1 0,05 0,025 0,0125 0,006 0,003 0,0015 0.00075 


Rinderblut 1. 
0 0 0 
kK. K. ‘ 
&. {t.%. 

k : 


a) Lysin + 1/9 Rinderblut 
b) Lysin+0,1cem Rinderblut- 


korperchen 


keiten von 0.2, 0,1 und 
d) 0,05 der obenstehenden 

Versuchsserie b) 1/9 
e) 


| 

\ 

| 

{ 

ec) | Titrierung der Flissig- | 
Rinderblut ye dt Me | 


0 
k. 
k. 
Kk. 


f) Lysin + 1%) Rinderblut 


g) Lysin+0,lceem Rinderblut- 
kérperchen 


_keiten von 0,2, 0,1 und 
i) 0.05 der obenstehenden 
Versuchsserie g) 1 /p 


| 
\ 
| 
\ 
h) | Titrierung der ree | 
k) Rinderblut gegeniiber | 


Hier ist nun eine Titrierung des Lysins ausgefiihrt, wobei sich zeigte. 
da leem des Lysins vom Rinderblut 1 320 (a) und vom Rinderblut 2 
160 cem (f) 1° ige Blutaufschlammung léste. Ebenso ist das Lysin mit 
0,1 cem Blutkérperchen jeder der beiden Blutsorten in einer Fliissigkeit~ 
menge von 0,5ccm gepriift worden, mit nachfolgender Zentrifugierung 
und Zusatz von 2cem NaCl zum Bodensatz. Bei dieser letztgenannten 
Versuchsanordnung léste das Lysin pro Kubikzentimeter 160 derartig 
groBbe Blutdosen von 0,1 cem Blutkérperchen (b) des Blutes 1 und 320 
soleche Dosen des Blutes 2. Da die Blutmenge in diesen Dosen indes, wie 
schon erwihnt, Blutkérperchen aus 20ccm 1°,iger Blutaufschlammung 
entspricht, lést das Lysin bei dieser Versuchsanordnung 3200 statt 320 ccm 
von Blut 1 in 1°, iger Aufschlammung und von Blut 2 statt 160 cem dit 
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10mal gr6Bere Dosis von 6400 1°,igem Blut; wahrhaftig eine machtige Ver- 
schiebung des Lésungsvermégens, die kaum anders erklart werden kann 
entweder als eine Aktivierung von Lysin durch die Blutkérperchen oder 
dadurch, daB das Lysin fermentativer Natur ist. Es muB in Tabelle X 
auBerdem besonders beachtet werden, dali} das Lysin keine dieser beiden 
Rinderblutarten in einer 1 °,igen Aufschlammung mit einem Totalvolumen 
von 2cem in 1 Stunde bei 37° gelést hat [Serie a) und f) in Tabelle X}, 
wahrend einige derselben Lysindosen in derselben Zeit die 20fache Blut- 
menge in einem Totalvolumen von 0,5 ccm lésten bei nachfolgender Zentri- 
fugierung, Abpipettierung und dem Zusatz von 2cem NaCl-Lésung [vgl. 
beide Ablesungen der Serien b) und g) auf der einen Seite mit den Serien 
a) und f) auf der anderen in Tabelle Xj. Aber nicht einmal nach dem 
Kontakt und der Lésung dieser Blutmengen ist das Lysin erschépft — oder 
ausfixiert —. wie aus den Serien ¢) bis e) fiir Rinderblut 1 und den Serien 
h) bis k) fiir Rinderblut 2 hervorgeht. Nach der Verbindung mit den 
Blutkérperchen und deren Auszentrifugierung bzw. Lésung von 0,1 cem 
Blut waren die Flissigkeiten imstande, noch mehr Blutkérperchen zu lésen. 

Fir Rinderblut 1 zeigte, wie bereits erwaihnt, das Lysin einen Titer 
von 320 und fiir Rinderblut 2 einen Titer von 160. Betrachtet man nun 
die Serien b) und g) in Tabelle X, so findet man folgendes: In der ersten 
Réhre der beiden Serien sind 0,2 ccm zugesetzt, die 641. D. fiir Rinderblut 1, 
und 321. D. fiir Rinderblut 2 enthalten. Die auszentrifugierten Fliissigkeiten 
zeigen nun einen Gehalt von 161. D. auf 0.1 cem, oder auf 0,5 cem 801. D. 
fiir Rinderblut 1 (e) und 5» 8 = 401. D. fiir Rinderblut 2 (h), also in jedem 
Falle keine Bindung trotz des friihecen Kontaktes mit 0,1 cem Blutkérper- 
chen, vielmehr eine gewisse Aktivierung. Da aber in keinem Falle cine 
volle Adsorption in den kleineren Dosen zustande gekommen ist. wie es 
nach Volks Beobachtungen zu erwarten ware, ist hier wie auch tiberall 
vorher auffallig. Ebenso verhalten sich Schaf- und Kaninchenblut bei 
gleichen Fixierungsversuchen, weshalb ich es nicht fiir notwendig erachte, 
dies hier besonders aufzuftihren. 

Somit wurde in vielen Fallen (nicht immer) keine Fixierung, sondern 
sogar eine Aktivierung durch die Blutkérperchen festgestellt und beob- 
achtet, daB da, wo offenbar eine Fixierung vorkommt, diese in jedem der- 
artigen untersuchten Falle bei den angewandten Dosen in bestimmten 
Proportionen zum freien Lysin verlauft, und niemals so, da die kleineren 
Lysindosen vollstandig fixiert werden, die gréBeren aber nicht.  Mithin 
kénnen Volks Beobachtungen nicht Anspruch auf Allgemeingiiltigkeit 
machen, sondern das Verhalten ist vielmehr anderer Art. 

Ich habe unterdessen in der folgenden, auf eine andere Weise angeord- 
neten, Versuchsserie bei Schafblut das Vorkommen einer eventuellen 
Bindung untersucht. In jedes von sechs Réhren wurde | cem von je 1.- 2-. 
4-, 8-, 16- und 32°, iger Blutaufschlammung abpipettiert, wonach starke 
Zentrifugierung stattfand und die Fliissigkeiten abgegossen wurden. Zu 
jedem Bodensat7 wurden nun 101. D. Lysin mit derselben fein kalibrierten 
Pipette hinzugefiigt, wozu NaCl in der in Tabelle XI verzeichneten Menge 
kam; scblieBlich Umschiitteln. Das Totalvolumen der Roéhren ergibt sich 
aus der Tabelle (d). Nach | Stunde bei 37° waren die drei ersten Rohren 
vollstandig gelést, die anderen nicht. Zentrifugierung der letztgenannten 
Rohren, deren Fliissigkeiten fiir die folgende Lysintitrierung abgegossen 
wurden und deren Bodensitze nach Zugabe von je |cem NaCl-Lésung 
schnell gelést wurden zeigte, daB auch diese Blutkorperchen vom Lysin 
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tir die volle Lésung beeintluBt waren. Als sodann diese Fliissigkeite: 
und die Lésungen der Réhren | bis 3 titriert worden waren, erhielt ma: 
tiberall auf 0,1 cem 21. D.; d. h. fiir die gesamte Fliissigkeitsmenge: 10,3. i: 
den beiden ersten Réhren, beinahe 11 in der dritten, iiber 11 in der vierte: 
bis sechsten Réhre. Nirgendwo war also Bindung des Lysins an die Blut 
korperchen zu beobachten, was auch aus der Tabelle XI hervorgeht 
Rechnet man die Blutmengen, ausgedriickt in der Anzahl Kubikzentimete: 
1 °oigen Blutes, die beim Hauptversuch gelést wurden, zusammen mit 


denjenigen, die durch die nach dem Bindungsversuch frei befundenen 


1. D. nachgelést wurden, und trigt diese Werte auf der Ordinate auf mit 
den urspriinglich beim Fixierungsversuch zugesetzten Blutkérperchen 
konzentrationen als Abszisse, so erhalt man folgende Abb. 8. 


Tabelle XI. 





SO ae ee ae 0125 O425 O125 O25 0,125 
b) O.8°% jige NaCl-Lésung . 0.4 0.4 0,4 0.4 0,35 
¢) SchafblutkOrperchen. . . 0,005 0,01 0,02 0,04 0,08 


d) Totalvolumen. . .... 053 0.5385 0.545 0,565 0,555 O.DS5 


macn ft Bid. or’. cw k. k. k st. st. st. 





Zentrifugiert. Zu jedem 

Bodensatz 1cem 0,8° gig. 

NaCl, danach gleich voll- 
stindige Losung 


0,025 0.0125 0.006 


Sp. 


Sp. 

Fliissigkeiten von 1, | é 3 

2, 3, 4, 5, 6 1% ‘ * AK. Sw. Sp. 

Schafblut gegeniiber 
titriert . % -WK. Sw. Sp. 


Sp. 
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Um indessen das Verhalten des Lysins gegen die Blutkérperchen, 
ob sie nun von ihm aufgelést werden oder nicht, weiter zu studieren, wurden 
mit dem Blute von Meerschweinchen, Pferden, Menschen, sowie von Rindern. 
Schafen und Kaninchen folgende Versuche ausgefiihrt (Tabellen XII 
bis NVIT). 

Tabelle XII. 
Versuch mit Pterdeblutkérperchen bei 0° Proben bei unten 
angegebenen Zeitpunkten herausgenommen, zentrifugiert, die 
Fliissigkeiten 1°, Kaninchenblut gegeniiber titriert. 





0.2 0.1 0.05 0.025 0.0125 0,006 0.008 0.0015 0.00075 


st. Ss). 0 0 0 
hk. ; ; St. Sp. ) 
0 0 0 

St. Sp. ) 

0 0 ) 

St. Sp. () 

0 0) 

St. Sp. 0 

0 0 

St. ‘ 0 

0 i) 

St. : 0) 

0 0 

St. Sp. 0 

0 () 

St. () 

Lysin titriert, unver- c 2 , ae 0) 0) 
diinnt a ; ; : ; ‘ k. St. 0 
0 0 
St. Sp. 0 
0 
St. Sp. if 
0 0 
Sw, ) 


Sogleich 


Nach 5 Min.- 


Verdiinnt sogleich - 


nach 1 Std. 


= 
L 
= 
z 
re 
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Technik. 

Zu 1,5 cem gut gewaschener Blutkérperchen wurden 3 ccm physiologische 
NaCl und 3 cem Lysin gebracht. Damit eine eventuelle Bindung so langsam 
wie méglich verlaufen sollte, wurden diese Fliissigkeiten vor der Mischung 
bis 0° abgekiihlt und nach der Mischung bei 0° aufbewahrt. In einiger 
Fallen wurden Parallelversuche ohne Abkiihlung vorgenommen: statt desse 
geschah dort eine Erwirmung bis 37°, und danach wurden die Mischunge 
bei 37° aufbewahrt. Zu gewissen, in den Tabellen angegebenen Zeiten wurde 
Proben genommen, bei denen nach unmittelbarer Zentrifugierung das in 
der Fliissigkeit vorkommende Lysin durch Titrierung auf gewohnliche Weise 
festgestellt wurde. 

Als Kontrolle wurde in der Regel Lysin verwandt, das in derselben 
Proportion wie die Hauptprobe verdiinnt war, also 3 ccm Lysin, 4.5 cem 
NaCl, und auf die gleiche Weise aufbewahrt wurde. Von diesen Kontroll- 
l6sungen wurden drei Proben genommen: beim Beginn des Versuchs, 
nach | Stunde und nach 4 Stunden. In anderen Fallen wurde als Kontrolle 
eine Titrierung von unverdiinntem Lysin verwendet, die aut dieselbe Weise 
wie der Hauptversuch verwahrt wurde. 
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Mit jener Kontrollmethode, bei der der Lysinverbrauch doch be 
deutend war, kénnen Hauptversuch und Kontrollen direkt vergliche: 
werden; bei dieser muB man beim Vergleich erst eine dem Hauptversucl, 
entsprechende Verdiinnung des unverdiinnten Lysins berechnen. In 
ubrigen ist ja der Vergleich zwischen den Resultaten der zu den verschiedene: 
Zeitpunkten entnommenen Proben hier die Hauptsache. 

Bei diesen Versuchen, die samtlich mehrfach wiederholt wurden. 
zeigt Pjerdeblut (Tabelle X11) iiberhaupt keine Fixierung vom Beginn des 
Versuchs bis zu seinem AbschluB. Ein Parallelversuch, bei 37° ausgefiihrt. 
gab genau dasselbe Resultat. Dies ist im Vergleich zu den vorher aus 
gefthrten Fixierungsproben, wo eine Adsorption vorkam, zu beachten und 
deutet darauf, da die wahrgenommene Adsorption durch die fiir Lysin 
unempfindlichen Blutkérperchen als ein Phinomen ohne Zusammenhang 
mit der Lésung angesehen werden muB. 

Bei Meerschweinchenblutkérperchen (Tabelle XIII) ist das Verhalten 
einerlei, da tiberhaupt keine Fixierung stattfindet, weshalb die bei diesem 
Blute vorher wahrgenommene Fixierung als ein aspezifisches Phanomen zu 
deuten ist, das auBer Zusammenhang mit irgendeiner Hiamolyse steht, 
die hier wie bei Pferdeblutkérperchen auch nicht stattfindet. Eine Versuchs- 
ausfiihrung bei 37° ergab das prinzipiell gleiche Resultat. 


Tabelle XIII. 
Versuch mit Meerschweinchenblutk6érperchen bei 0° Proben bei 
untenangegebenen Zeit punkten herausgenommen, zentrifugiert, 
die Fliissigkeiten 1°, Rinderblut gegeniiber titriert. 





Lysin: | 0,2 3 0.05 0.025 0.0125 0,006 0,008 0.0015 0.00075 


f.k. st. 0 0 0 

Kk. K. | eee) St. | Bp. 

f. k.| ew. 0 0 0 

Kk. Kk. as ae 0 

sw. 0 0 0 

Kk. .. | £.K.) Sw. 0 

) 0 0 

Kk. i. 1 ta | ee 0 

0 0 0 

Kk. | 2. K./ St. | Sp. 

sw. 0 a] 

; ae © % a ae 0 

k. Re A . e {) 0 
Kk. i. | # 1 Bt 0 
k. ». eee) ot 0 0 
. - Fae er hk. ¢ # a § . K.| Sw. 0 
k. b he " 0 0 
Kk. a * 4 s .K.; St. 0 
k. . |f.k.| sw. 0 0 
k. 1 % # 3 .K.!} St. 0 
9 RIEOR. k. i Se ) lin Se. 0 

aa An Kk. 1 # i .K.| St. 0 
k. ts k. |f.k.' sp. 0 0 0 
k. ae * % k. K. f.K.; 0 


Sogleich 


Nach 5 Min. - 


Kentrolle sogleich, verdiinnt 


nach 1 Std. 


unverdiinnt 


Die gegeniiber dem Lysin mitunter, aber doch wenig empfindlichen 
Menschenblutkérperchen (Tabelle XIV) zeigen dagegen ein anderes Ver- 
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alten. Das urspriingliche unverdiinnte Lysin enthalt, wie gezeigt, 1601. D. 
uf den Kubikzentimeter, was bei dem Hauptversuch eine entsprechende 
3. 160 


Verdiinnung von 64 1.D. auf den Kubikzentimeter ergibt {~ 64). In 


ae 
der sofort nach der Mischung entnommenen Probe finden sich nicht mehr als 
101. D. auf den Kubikzentimeter, wonach also 54 pro Kubikzentimetet 
idsorbiert sind. Darauf folgt ein sehr schnelles Freiwerden des so gebundenen 
Lysins. Nach 5 Minuten sind 20, nach 10 Minuten etwas mehr, nach 20 Mi- 
nuten 40, nach I Stunde 80 und nach 4 Stunden 1601. D. frei, d.h. das 
Lysin ist nicht nur nicht fixiert, sondern es hat eine nicht unbedeutend 
\ktivierung des Lysins von 64 aut 1601. D., also mit 150°., stattgefunden. 
Bei der Wiederholung des Versuchs mit anderen Menschenblutkérperchen 
hat tiberall eine Adsorption des Lysins durch die Blutkérperchen und danach 
ein Freiwerden stattgefunden, aber eine so starke Adsorption und ein so 
vroBes Freiwerden wie hier wurde nicht mehr wahrgenommen. (Auf diese 
Weise wurden Blutkérperchen von den A-, B- und O-Gruppen untersucht. ) 


: Tabelle XIV. 
Versuch mit Menschenblutkérperchen bei 0° Proben bei unten 
angegebenen Zeitpunkten herausgenommen, zentrifugiert., dic 
Fliissigkeit 1°, Schafblut gegenitiber titriert. 





0.1 O05 0.025 O15 0.006 0.003 


0) 
0 
0) 
Sp. 
0 
St. 
1) 


Sogleich 


Nach 5 Min. 


Lysinkontrolle, unverdiinnt 


Bei Schajblut sehen wir Bindung und Freiwerden von Lysin noch meh 
ausgeprigt als bei dem eben angefiihrten Beispiel mit den Menschenblut 
kérperchen (Tabelle XVa). Die Lysinkontrolle zeigt 6401. D. auf den 
Kubikzentimeter; berechnet man dies auf die bei dem eigentlichen Versuch 
verwandte Verdiinnung, so ergibt dies 2561. D. auf den Kubikzentimeter 
(" —): Davon werden nun alle auBer 101. D. schnell adsorbiert (fixiert ) 
(d. hh. 246 werden adsorbiert) und es zeigt sich, dal die Adsorption auch in 
den nachsten 10 Minuten etwas weiter fortschreitet, so dab die Zahl det 
freien Lysindosen bis ungefahr auf 51. 1D) auf den WKubikzentimeter sinkt ; 
danach aber folgt ein Freiwerden, so dai nach 20 Minuten 20. nach 30 Mi- 
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nuten 40, nach | Stunde und nach 4 Stunden 1601. D. frei sind, also ei: 
sehr schnelles Freiwerden, wobei aber doch auch weiterhin 941. D. fixiert 
bleiben. 
Derselbe Versuch bei 37° zeigt seine Ergebnisse auf Tabelle XVb. 
jhe 
Tabelle XVa. alse 
Versuch mit Schafblutkérperchen bei 0°. Proben bei unten an zen 
gegebenen Zeitpunkten herausgenommen, zentrifugiert, die nor 
Fliissigkeiten 1°, Schafblut gegeniiber titriert. time 





O01 0,05 0,025 0,0125 0,006 | 0,003 0.0015 0.00075 0.0005 


: 0 oO oO 0 0 0 0 0 
Sogleich ------ ee? .| 0 0 oO 90 0 0 
? i ‘ 0 0 0 0 0 0 0 0 
Nach 5 Min. - - - - 4 1010 0 0 oO 0 0 
0 0 0 0 0 0 
» 10 ihe die a y 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 
Kk. | oe 0 0 
0 0 0 
Kk. be St. 0 
0 ' 0 
k. be a * ¢ 0 
(0) 0 
k. s a # .| St. 
0 0 
Kx. x \. 8 ” 0 
Lysinkontrolle, unver- 0 0 
diinnt | &. g a = aa ® 


20 


Tabelle XVb. 
Versuch mit Schatblutkérperchen bei 37° Proben bei unten 
angegebenen Zeitpunkten herausgenommen, zentrifugiert, die 
Fliissigkeiten 1°, Schafblut gegeniiber titriert. 





0,1 0.05 0,025 0.0125 0,006 0,003 0.0015 


0 ee ae : : 
Q 0 
K. | ¢ 
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K. 
9 . 2 es 2 8 0 
So Se oe Se ary: 
0 
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Nach 10 Min. 


30 


Kontrolle sogleich, verdiinnt 
nach 1 Std., 
Hier verlauft die Reaktion schneller mit einer Adsorption nur unmittelbar 


nach der Mischung und, im Gegensatz zum Versuch bei 0°, mit vollstdndiger 
Freigabe des Lysins schon nach 10 Minuten. Hier also keine Fixierung 
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wach den ersten 10 Minuten im Gegensatz zu dem vorigen Versueh. Das 
Slut stammte in den beiden Versuchen von verschiedenen Schafen; die 
Versuche waren mit demselben Lysin an demselben Tage ausgefiihrt. 

Mit Rinderblut erhalt man (vgl. Tabelle XV1) keine so starke Adsorption. 
Die Lysinkontrolle zeigt einen Lysintiter von 320. 3cem Lysin ergeber. 
also 9601. D.; verteilt auf 7,56ccem werden dies 1281. D. auf den Kubik- 
zentimeter. Davon zeigen in einer unmittelbar nach der Mischung ent- 
nommenen Probe sich 881. D. adsorbiert und 401. D. frei. Aber auch hier 
findet schnell ein Freiwerden statt, wobei alles Lysin frei wird. 


Tabelle XVI. 
Versuch mit Rinderblutkérperchen bei 0° Proben bei unten an- 
yegebenen Zeitpunkten herausgenommen, zentrifugiert, die 


Fliissigkeiten 1°, Rinderblut gegeniiber titriert. 





O11 0,05 0.025 0.01325 0.006 0.0038  O.0015 


0 0 0 0 
k. St. 0 0 
0 0 0 
Kk. " 0 
0 0 0 
kx. : 0 
0 0 0 
hk. St. 0 
0 0 0 
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| 
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| 

| 

| 

| 

fy) &: . 
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| . | k 
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Nach 5 Min. 


10 


0 0 
ce. | £¢& 
0 0 
c | &. kK. 
0 0 
K. | f. K. 
0 0 
kx. kx. 


” 


Lysinkontrolle, unverdinnt 


Tabelle XVII. 
Versuch mit Kaninchenblutkérperchen bei 0° Proben bei unten 
angegebenen Zeitpunkten herausgenommen, zentrifugiert, die 
Fliissigkeiten 1°, Kaninchenblut gegeniiber titriert. 





Ol 0.05 0.025 0.0125 0,006 0.003 O.0015 O.00075 
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Bei Kaninchenblut (Tabelle XVI1) kann bei diesem Versuch kein: 
Adsorption wahrgenommen werden. Wenn man aber bedenkt, daB Kanin 
chenblut von allen Blutkérperchen am schnellsten gelést wird, und dal 
deshalb die Reaktionen in der geringsten Zeit verlaufen, erscheint es mi: 
wahrscheinlich, daB sowohl Adsorption wie Freigabe so schnell vor sich 
gehen, daB wir sie nicht wahrnehmen kénnen. Bei der Abkiithlung de: 
Mischungen unter 0° lauft man Gefahr, eine Beschidigung der Blutkérper 
chen herbeizufiihren, weshalb es nicht gegliickt ist, Adsorption und Freigabe 
des Lysins auch bei diesen Blutkérperchen zu sehen zu bekommen. 


C. Diskussion. 

Wie aus den bisherigen Erérterungen hervorgeht, weicht das 

Staphylolysin in mehreren, sehr bedeutungsvollen Punkten von den 
Immunhaimolysinen ab, mit denen es schlieBlich kaum noch etwas 
anderes mehr gemeinsam hat als den SchluBakt, eben die Blutauflésung. 
Die stark hervortretende Bedeutung der Verdiinnung fiir den Staphylo- 
lvsineffekt und mehr noch der Einflu8 der Blutmenge auf die Lysin- 
wirkung mit der zuerst von Schur gezeigten Steigerung der Blutauflésung 
bei Steigerung der Blutkérperchenmenge sind solche bedeutsamen 
Unterscheidungsmerkmale zwischen der Wirkungsweise der Staphylo- 
lysine und der Immunhimolysine. Die Resultate, iiber die ich bereits 
oben Bericht erstattet habe, mit der bisweilen enormen Steigerung im 
Lysineffekt durch eine vermehrte Menge von Blutkérperchen sprechen 
ebenfalls, wie ich schon ausfiihrte, stark fiir die Richtigkeit von Schurs 
Auffassung vom Staphylolysin als einem Ferment. Aber als ein vielleicht 
noch wichtigeres Unterscheidungsmerkmal erweist sich das Verhalten 
der Bindung an Blutkérperchen einerseits beim Staphylolysin und 
andererseits beim Immunhamolysin. Da eine Bindung zwischen dem 
Staphylolysin und den Blutkérperchen wirklich stattfindet, steht auBer 
allem Zweifel, nachdem es durch zahlreiche Untersuchungen ver- 
schiedener Forscher festgelegt ist. Wie oben dargestellt, habe auch ich 
bisweilen eine namhafte Bindung feststellen kénnen. Die bisher all- 
gemeine Auffassung dieses Bindungsverlaufes und die Fragen, in welcher 
Ausdehnung er vorkommt, und in welchem Zusammenhang er mit der 
nachfolgenden Hamolyse steht, bedarf jedoch, wie aus meinen Dar- 
stellungen hervorgehen diirfte, einer nicht geringen Modifikation. 

Die friiheren Untersuchungen sind nach ein- bis mehrstiindiger Fixie- 
rung bei verschiedenen Temperaturen ausgefiihrt. Daf die Fixierung 
desselben Lysins dabei in der Starke in hohem MaBe bei den verschie- 
denen Blutkérperchenproben auch von derselben Tierart wechselt, 
hat Volk (5) hervorgehoben: — ,,Die Blutkérperchen  verschiedener 
Kaninchen binden bei gleicher Verdimnung selbst vom  gleichen 
Lysin nicht stets gleich viel, sondern oft erheblich weniger, als aus 
obiger Tabelle (siehe Tabelle VI) ersichtlich ist‘. Nahere Ausfiih- 
rungen, wie groB der Wechsel dabei gewesen ist, macht er nicht. 
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\ber aus meinen Untersuchungen geht hervor, dai der Wechsel 
von 0 bis zu hohen Werten schwanken kann. 

Diese Beobachtung wird sowohl bei den staphylolysinléslichen wie 
bei den unléslichen Blutkérperchen gemacht (Meerschwein- und Pferde- 
blutkérperchen Tabelle VII, VIII, XII, NUIT), ebenso bei den schwer 
loslichen Menschenblutkérperchen (Vabelle IX, NIV). Dieser Umstand 
spricht, so scheint mir, dafiir, daB die zu einem Zeitpunkt (nach ein- oder 
mehrstiindiger Fixierung) wahrgenommene Bindung nichts mit der 
Lésung zu tun hat, und dies um so mehr, da nicht selten die Bindung fehlt, 
wenn wirklich eine Lésung von lysinempfindlichen BlutkOérperchen statt- 
gefunden hat (Rinderblut 'Tabelle X und XVI, Schafblut Tabelle XI und 
XVb, Kaninchenblut Tabelle XVII). Da®B jedoch gleichwohl eine andere 
regelmaBige Bindung im Zusammenhang mit der Lésung vorkommt, 
dafiir spricht der regelmaBig vorkommende Bindungsverlauf bei mehreren 
Arten von Blutkérperchen, besonders typisch vor allem bei Schafblut. 
Unter der Voraussetzung, daB Lysin, Schafblut und NaCl-Lésung vor 
der Mischung bis 0° gekiihlt wird und diese Mischung so bei dieser 
Temperatur verwahrt wird, sieht man bis zu 10 Minuten nach dem 
Augenblick der Mischung beinahe immer eine umfassende Fixierung 
von Lysin bei den Blutkérperchen, die alimahlich unter Freiwerden von 
Lysin gesprengt wird: dieses ist nach ein paar Stunden in der Regel 
in grobem Mabe (Tabelle X Va) oder in einem Teil der Falle vollstandig 
(Tabelle XVI und XVII) freigemacht. 

Wird der Versuch mit Schafblut bei 37° vorgenommen, so verlauft 
dieser ProzeB von Bindung und Freiwerden des Lysins so schnell, dab 
die bedeutende Bindung nur in einer unmittelbar nach der Mischung 
entnommenen Probe beobachtet werden kann; schon 10 Minuten spater 
ist bei dem hier angefiihrten Versuch alles Lysin in den angewandten 
Blut- und Lysindosen wiederum frei. Das bedeutet, da} die Bindung 
zwischen Schafblut und Lysin unter allen Umstanden schnell verlauft, 
daB das Freiwerden jedoch schneller bei héheren als bei niedrigeren 
Temperaturen geschieht. Die quantitativen Verhaltnisse wechseln 
jedoch bei verschiedenen Lysinen. 

Die gleiche Beobachtung habe ich, wie erwahnt, auch bei dem 
schwerléslichen Menschenblut gemacht, doch nur in einem Falle so 
ausgesprochen wie bei Schafblut; tibrigens nur in geringerem Grade, 
aber mit konstanter Bindung und konstantem Freiwerden. Bei den 
leichtléslichen Rinderblut wurde dasselbe beobachtet. Dal dies bei 
Kaninchenblut, dem in der Regel leichtléslichsten Blut, nicht wahr- 
genommen wurde, diirfte darauf beruhen, daB die Reaktionen (Bindung 
und Freiwerden) noch schneller verlaufen als bei Schaf- und Rinderblut, 
so schnell, daB sie sich einem Nachweis mit den hier benutzten Methoden 
entziehen. Das Resultat, das indessen mit Schaf- und Menschenblut 
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in diesen Versuchen gewonnen wurde, gibt mir einen offenkundige: 
Beweis fiir die Fermentnatur des Staphylolysins, die mir schon, wi 
friiher gesagt, durch die Lésungsverhaltnisse bei verschieden star! 
variierenden Blutkérperchenmengen wahrscheinlich erschien. Kin: 
andere, schon vorher beriihrte Frage ist, wie weit auch eine Aktivieruny 
des Lysins durch die Blutkérperchen fiir méglich angesehen wird. Damit 
meine ich hier eine Verstirkung des Lysins durch Kontakt mit den Blut 
kérperchen, die sich nach Abzentrifugierung der Blutkérperchen in de: 
Fliissigkeit aufweisen laBt. Hierfiir scheint mir ein Teilder Beobachtunge:, 
zusprechen. Wieichschon friher ausfihrte, hat Walbum die Beobachtung 
mitgeteilt, daB eine Aktivierung des Lysins bis zu mehreren hundert Pro 
zent durch den Zusatz von Pepton (Witte und Chapoteau) stattfand 

Bei den von mir vorgenommenen, hierauf eingestellten Versuchen ist 
es mir jedoch niemals gegliickt, auf diese Weise eine Verstarkung des Lysins 
zu erhalten. Bei den Versuchen, woich eine Aktivierung des Lysins durch 
die Blutkérperchen fand, ist in der Mehrzahl der Falle die Steigerung 
des Lysineffektes ganz gering gewesen, nur 20 bis 50%, aber in einzelnen 
Fallen habe ich doch Steigerungen von 320 bis 900, also 200°, gesehen. 
Allerdings waren diese letzten Beobachtungen ganz sporadisch. 

Bei sehr zahlreichen Versuchen wieder, wo das Lysin gleichzeitig 
mit einer 1°, igen Blutaufschlammung und 0,1 cem Blutkérperchen, also 
dem zwanzigfachen Mal der erstgenannten Blutkérperchenmenge ge- 
mischt wurde, habe ich mit auBerordentlich seltenen Ausnahmen eine 
sehr bedeutende Steigerung erhalten, z. B. von 320 auf 3200 oder von 
160 auf 6400 (vgl. Tabelle X), also mit mehreren hundert bis tausenden 
Prozenten. Und dies auch, wo die Volumina ganz dieselben waren. Unter 
der Annahme, daB Staphylolysin ein Ferment ist, kann dies jedoch erklart 
werden. Dagegen lassen sich solche Beobachtungen wie die, daB eine 
1°,ige Blutaufschlammung nicht in 1 Stunde gelést wurde, waihrend 
0,lcem Blutkérperchen in derselben Zeit von denselben Lysindosen 
gelést wurden (l'abelle X), schwerlich anders erklaren als das Ergebnis 
einer Aktivierung. Versuche, die Aktivierung auf andere Weise erkennbar 
zu machen, durch Zufiihrung von Blutkérperchenstromata, Cholesterin 
oder Lecithin, haben jedoch zu keinem positiven Ergebnis gefiihrt. 

Auf Grund der eben gemachten Annahmen fiir eine Aktivierung 
des Lysins durch die Blutkérperchen, und da mir keine andere Méglich- 
keit fiir eine Erklirung der erwaihnten Beobachtungen vorzuliegen 
scheint, glaube ich also, daB eine solche vorkommt. 


Ergebnisse. 


1. Die Wirkung des Staphylolysins hangt so sehr von dem Verdiin- 
nungsgrade ab, da®B sie ungefaihr proportional mit der Verdiinnung 


abnimmt. 
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2. Sie nimmt auf der anderen Seite ungefahr proportional mit der 


Steigerung der vorhandenen Blutkérperchenmenge zu. 
3. Das Staphylolvsin entfaltet im allgemeinen seine stirkste Wir- 
kung auf die Blutkérperchen bei 37° mit nachfolgender Aufbewahrung 


bei niedriger Temperatur, vermag aber auch bei cinigen Blutkérperchen 
heinahe ebensogut bei nur niedriger Temperatur (6°) Hamolyse zu be- 
wirken. 

4. Bindung (Adsorption) des Lysins an Blutkérperchen nach 
stundenlanger Einwirkung ist seit langem wohl bekannt. Der Grad 
dieser Bindung ist indessen sehr wechselnd, von sehr stark bis Null: 
und dies nicht nur bei empfindlichen, sondern auch bei lysinresistenten 
Blutkérperchen. Die lysinresistenten Blutkdrperchen werden, obgleich 
diese vom Lysin nicht angegriffen, doch mitunter das Lysin im cr- 
heblichen Grade binden, wahrend auf der anderen Seite em pfindliche 
Blutkérperchen, z. B. Schafblutkérperchen, in Mischung mit Lysin 
oft kein Lysin binden, so daB alles zugefiigtes Lysin (oder mitunter 
noch mehr) in der Fliissigkeit wiedergefunden werden kann, bekommt 
man den bestimmten Eindruck, daB die Hamolyse von der so be- 
obachteten Bindung unabhiangig ist. Diese Bindung ist nur eine Ad- 
sorption ohne Verbindung mit der Blutauflésung. 

Bei 0° sieht man dagegen bei gewissen Blutarten eine Bindung 
des Lysins an die Blutkérperchen, die auBerordentlich schnell von- 
statten geht, aber auch schnell sich lost. Diese Bindung scheint 
nur bei lysinempfindlichen Blutkérperchen vorzukommen: bei Ka- 
ninchenblutkérperchen habe ich sie jedoch nicht nachweisen kénnen, 
was aber nicht besagt, daB sie da nicht vorkommt, sondern sie kann 
davon abhaingen, daB die beiden Prozesse, Bindung und Lésung, bei 
diesen Blutkérperchen so schnell verlaufen, daB sie den angewandten 
Methoden entgehen. 

Diese Bindung mit darauffolgender Lésung hat ja ganz den Charakter 
einer Fermentwirkung. Fiir die Fermentnatur des Lysins spricht auch 
die bisweilen auBerordentlich groBe Steigerung der Lysinwirkung bei 
Steigerung der Blutkérperchenmenge. 

5. Vielleicht kommt auch eine Aktivierung des Lysins durch die 
Blutkérperchen vor. 
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Glykolyse und Acetaldehydbildung in Gl. thyreoidea und GIL. Thymus. 
Zu den gréBten Errungenschaften der biologischen Chemie im 
Laufe der letzten Jahrzehnte gehéren die Untersuchungen auf dem 
Gebiete des intermediiren Stoffwechsels. Von auBerordentlicher Be- 
deutung fiir die Fortschritte der Biochemie auf diesem Gebiete sind 
die erfolgreichen Arbeiten Neubergs und seiner Mitarbeiter, sowie auch 
mannigfache Untersuchungen von Embden, Knoop, Meyerhof, Tun- 


berg u. a., die in den Grundziigen die elementaren Zwischenetappen 
erkannten, tiber die die Umwandlung der Stoffe in den Zellen erfolgt 


Zum Studium des intermediiren Stoffwechsels bedient man sich heut 
zutage vorwiegend des Muskel- und Lebergewebes. in weit geringerem Mati 
anderer Organe und Gewebe. Warburg studierte zwar Atmung und Glykolys: 
verschiedener Gewebe; Acetaldehyd suchte und fand man nicht nur in 
Leber und Muskeln, sondern auch in der faut, in der Gehirnsubstanz 
(Wohlgemuth) und anderen Organen, und doch finden wir neben bis in- 
einzelne studierten Geweben auch solche, die weniger stark bearbeitet sind. 
Zu diesen vernachlassigten kann man mit Recht auch die Oriisensubstanz 
besonders die Driisen mit innerer Sekretion zahlen. 

Schon lange ziehen die endokrinen Driisen die Aufmerksamkeit 
auf sich, doch die Mehrzahl der Arbeiten, die sich mit ihrem Studium 
befassen, behandeln entweder die chemische Identifizierung der einzelnen 
Hormone oder die Wirkung der Hyper- und Hypofunktion der Driisen 
auf verschiedene biochemische Vorginge in anderen Geweben und 
Organen. Bis heute harrten des Studiums die Probleme des inter 


mediadren Stoffwechsels innerhalb der endokrinen Driisen und die Be 
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ichungen dieser Vorgainge zu verschiedenen physiologischen und patho 
ogischen Zustinden der Driisen. 

Als erstes Objekt der Untersuchung des intermediaren Stoffwechsels 
n den Driisen mit innerer Sekretion wahlten wir Gl. thyrcoidea und 
Gl. thymus. Diese Driisen sind embryonal nah verwandt als Organe, 
die ihren Anfang in der Ektodermis der Pharyno nahmen, wobei die 
Thymusdriise im Verlauf ihrer Entwicklung ihr epitheliales Wesen ein- 
hiBt und einer Lymphdriise sich zu nahern beginnt. So nah verwandt 
diese beiden Driisen in embryonaler Hinsicht sind, so verschieden 
sind sie in bezug auf ihre Funktion. Als wir an die Untersuchungen 


des intermediiiren Stoffwechsels in den endokrinen Driisen gingen,® 


setzten wir uns zur Aufgabe den Stoffwechsel embryonal verwandter 
und funktionell ahnlicher endokriner Organe (Synergisten und An- 
tagonisten), sowie desselben Organs in seinen verschiedenen Zustinden 
und unter verschiedenem Verhalten der wbrigen endokrinen Driisen 
zu vergleichen. 

In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir einzelne Momente 
des intermediaren Stoffwechsels in normalen Schilddriisen gréBerer 
Saugetiere, ferner in den Schilddriisen von Patienten bei morb. Basedowi 
und Struma. Die Vorginge in der Gl. thymus studierten wir zur Zeit 
der aktiven Funktion dieser Driise bei jungen Tieren und Embryos, 
sowie in der Involutionsperiode des Organs bei reiferen und ganz alten 
Tieren. Das Versuchsmaterial (Rinderdriisen) fiir unsere Untersuchungen 
erhielten wir im Schlachthaus, wo es teilweise von den Assistenten 
unseres Laboratoriums bearbeitet und uns dann zugestellt wurde 
(s. Methodik). Driisen von Menschen erhielten wir nach Operationen, 
die in der Klinik des Instituts fiir Endokrinologie vorgenommen wurden !. 

Die Driisen der Tiere untersuchten wir auf ihren Glykogen- und 
Milchsiuregehalt, ferner studierten wir sowohl die spontane Bildung 
der Milchséure als auch ihr Entstehen in Gegenwart verschiedener 
milchsaurebildender Stoffe und die Bildung von Acetaldehyd. Da wir 
nur eine beschrankte Zahl menschlicher Driisen zu unserer Verfiigung 
hatten, konnten wir mit ihnen nur einen Teil der an den Driisen der 
Tiere vorgenommenen Untersuchungen anstellen. 


Untersuchungsmethodik. 


Die Schild- und Thymusdriisen vom Rind erhielten wir im Schlacht- 
haus unmittelbar nach dem Schlachten der Tiere. Von Fett und Binde- 
haut befreit, wurde ein Teil der Driisen bei medriger Temperatur mit der 
Schere zerkleinert und die auf einer Torsionswaage abgewogenen Teile in 

! Fir das freundlich zur Verfiigung gestellte Versuchsmaterial mochten 
wir an dieser Stelle dem Direktor der Klinik, Prof. Kogan-Jassny und 
Dr. Weber unseren Dank aussprechen. 
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Reagensyliser mit Trichloressigsaure gelegt. Die so bearbeiteten Drtise: 
wurden in unser Laboratorium beté6rdert, wo thr Milchsauregehalt nac! 
der Methode von Fiirth-Charnass-Embden bestimmt wurde. Die iibrige: 
Driisen wurden auf Kis gelegt und in unser Laboratorium gebracht. Zweck 
Erfassung eines eventuellen Abbaues der Milchsaure innerhalb der Besorgungs 
zeit (1 bis 1! ', Stunden) bestimmten wir den Milchséuregehalt sofort nac! 
Kintreffen des Versuchsmaterials im Laboratorium. Da unsere Unter 
suchungen der Erforschung der méglichen Bildung von Milchséure unte) 
aeroben Bedingungen galten und unter Einwirkung verschiedener Bildung- 
faktoren, so gingen unsere Versuche folgendermaBen vor sich: 

| bis 1’, g zerkleinerten Driisengewebes wurde in ein Reagensglas mit 


10 bis Licem H,O, 5cem Phosphat (px 7.0) getan und 2 Stunde: 
gm Thermostaten bei 38° belassen. Hierauf fiigten wir LO cem 15°, ige Tri 
chloressigsiure + 1°, HCl hinzu und bestimmten den Milchsauregehalt. 


der sich im Verlauf von 2 Stunden im Thermostaten gebildet hatte. Di 
hierbei gefundene Zahl nahmen wir als Ausgangswert an, mit dem alk 
iibrigen Werte verglichen wurden, die wir bei gleichen Bedingungen, jedoc] 
unter Hinzufiigung verschiedener Reagenzien erhielten.  Dabei brachter 
wir die Driisengewebeteilchen in Erlenmeyer-IKolben, in) denen 10 cen 
H,O, 5cem Phosphat und 5 cem 0,5°,ige Lésung von Glykose, Stark 
oder Glykogen enthalten waren. Bei der Untersuchung der Bildungs 
moglichkeit von Milchsaéure unter der Einwirkung anderer Reagenzien 
fiigten wir 5 bis 8mg Brenztraubensaéure oder 10 bis 12 mg Alanin hinzu 
und behielten die Glaser gleichfalls 2 Stunden im Thermostaten. Diese Werte 
der gebildeten Milchsaéure wurden mit denen verglichen, die wir ohne Zu- 
satz dieser Reagenzien bekamen. — Der Glykogengehalt in den | bis L'/, y 
schweren Teilchen des Driisengewebes wurde nach Pfliger bestimmt. 
Acetaldehyd wurde in 20g Driisengewebe nach Neuberg und Gottschalk 
bestimmt (Abfangmittel: Sulfit), worauf die Bestimmung jodometrisch 
nach Neuberg und Reinfurth vorgenommen wurde. 

Das aus der Klinik bezogene Versuchsmaterial wurde sofort nach 
seiner Einlieferung aus dem Operationssaal bearbeitet. Wir bedienten uns 
hierbei der oben angefiihrten Methodik. 


Gl. thyreoidea. 

Der intermediare Stoffwechsel der Schilddriise ist fast noch un- 
erforscht. Unsere Versuche tun dar, daB die Schilddriise gréBerer 
Saugetiere Glykogen enthalt, wenn auch nur in geringer Menge (25 
bis 40 mg-°,,) im Vergleich zum Muskel- und Lebergewebe. In der 
Gl. thyreoidea des Menschen bei morb. Basedowi und Struma ist der 
Glykogengehalt etwas héher, und in einigen Fallen beobachteten wir 
bei den genannten Erkrankungen fiir die Schilddriise erstaunlich hohe 
Werte: 135, 175, 176, ja einmal selbst 400 mg-°, Glykogen (s. Ta- 
belle III). GroBe Mengen von Glykogen findet man in Driisen von 
Basedowkranken und bei Struma (s. Tabelle), wie z. B. im Fall Morbus 
Basedowi: Glykogen + 176 mg-%, im Fall Struma nodosa colloidis 
macrofolicularis cistis 400 mg-°,, Glykogen. 

Nach unseren Versuchen enthalt die Schilddriise vom Rind stets 
Milchsaéure, und zwar etwa 50 mg-°%, (s. Tabelle II). Diese Mengen 








Tabelle T. 
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kann man selbstverstandlich nicht ais priformierte Milchsaure  be- 
trachten, da selbst bei der allerschnellsten Zerkleinerung der Driise 
auf Eis die Menge der Milchsiure im Gewebe intensiv ansteigt. Bei 
der Zerreibung der Schilddriisensubstanz in Trichloressigsaure erhielten 
wir in der Regel etwas héhere Werte als bei der Zerkleinerung mit 
der Schere. In den Driisen Basedowkranker Menschen und_ bei 
gewohnlicher Struma fanden wir stets weit gréBere Mengen Milch- 
siure (80 bis 115 mg-°,) (vgl. Tabelle TIT) als in den Schilddriisen 
normaler Tiere. 

In den Geweben der Schilddriisen der Tiere geht im Thermostat 
Glykolyse vor sich; es erhéht sich, wenn auch nicht erheblich, der 
Milchsauregehalt (s. Tabelle IT). Bei Basedowkranken und bei Struma 
beobachteten wir ein fast analoges Anwachsen des Milchsiuregehalts 
und ein zuweilen etwas intensiveres, wenn sich das Driisengewebe im 
Thermostat befindet. 


Bildung von Milchsiure aus verschiedenen Stoffen. 
a) Glykogen und Glykose. 

Auf Grund seiner Untersuchungen iiber die Bildung von Milchséure 
in verschiedenen Geweben in Anwesenheit von Glykogen und Glykose 
kam Haarman zu der Folgerung, daB sich ein Teil der Gewebe diesheziiglich 
den Muskeln analog verhalt, d.h. leicht aus Glykogen und nur schwach 
aus Glykose Milchséure bildet; ein anderer Teil von CGeweben erinnert in 
seinem Verhalten an die Leber, in welcher Glykose, nicht Glykogen vor 
nehmlich die Milchséiurebildung férdert. Haarman rechnet die Schild 
driise der Hunde zu der zweiten Art von Croweben. 

Unsere Versuche mit der Schilddriise des Stieres zeigten Gesetz- 
maBigkeit (erhéhte Bildung von Milchséure in Anwesenheit von Glykose 
und eine ganz geringe, manchmal selbst eine vollkommen ausbleibende 
Erhéhung, in Anwesenheit von Glykogen). In den Driisen von Patienten 
beobachteten wir die gleichen Verhaltnisse: das Glykogen beeinflubBte 
im Gegensatz zur Glykose nur in sehr geringem Mabe die Bildung 
von Milchsaéure (vgl. Tabelle TTT). 


b) Brenztraubensdure. 


Brenztraubenséure kann unter bestimmten Bedingungen in Milchsdaure 
iibergehen.  T'schernorutzki fand als erster, daB tierische Organe Brenz- 
traubensiure umwandeln. P. Mayer stellte fest, daB sie im Tierkérper 
in Milchsaure iibergehen kann; Embden, Oppenheimer und Otani beob- 
achteten eine erhéhte Bildung von Milchséure bei der Durchleitung von 
brenztraubensauren Salzen durch tiberlebende Leber. (tewski stelite fest, 
daB bei der Autolyse des Muskelgewebes (M. pectoralis bei Tauben) in 
Anwesenheit von brenztraubensaurem Na sich mehr Milchsiure bildet als 
in Kontrollversuchen; Embden und Mitarbeiter erhielten unter anderen 
Bedingungen fast vollkommenen Ubergang in Milchsiéure. 
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Unsere Versuche mit Schilddriisengewebe lehren, daB hier keine 
namhafte Menge von Brenztraubensdure in Milchsdiure tibergeht (vgl. 
Tabelle). Annahernd dieselben Ergebnisse erhielten wir in unseren 
Versuchen mit Schilddriisen von Basedow- und Kropfkranken, bei denen 
ein Zusatz von brenztraubensauren Salzen zum Driisengewebe auch 
nur geringe Erhéhung der Bildung von Milchsaure bewirkte. 


ce) Milchsdurebildung aus Alanin. 

Die heutige theoretische Vorstellung von der Umwandlung der Amino- 
siuren in Geweben spricht dafiir, daB dieselbe hauptsachlich den Weg der 
Oxydation tiber Imino- und Ketonsauren geht (Dakin, Knop, Krebs). Die 
Méglichkeit einer weiteren Umwandlung dieser Ketonséuren in Oxyséuren 
oder in einzelnen Fallen selbst eine primare Bildung von Oxysauren ist 
nicht ausgeschlossen. Die Bildung von Milchsaéure aus Alanin ist bereits 
vor langem von Neuberg und Langstein sowie dann von Embden und 
Kraus unter anderen Bedingungen festgestellt ; wie unsere Versuche zeigen 
(s. Tabelle 1), verursacht Alanin, zum Schilddriisengewebe zugesetzt, keine 
bedeutsam erhéhte Bildung von Milchsaure. 

In den Schilddriisen von Menschen bei morb. Basedowi und Struma 
beobachteten wir regelmaBig eine, wenn auch geringe Erhéhung der 
Milchséurebildung in Anwesenheit von Alanin. 


d) Acetaldehydbildung. 

Kine quantitative Untersuchung der Bildung von Acetaldehyd in den 
Geweben des tierischen Organismus wurde von einer Reihe von Forschern 
unternommen : 

Leber, Muskeln (Newberg, Gottschalk); weiBe und rote Muskeln (Utewski) ; 
Gehirn, Haut, Leber beim Menschen (Wohlgemuth); Blut (Gee und Chaikof). 
Ferner wurde die Bildung von Acetaldehyd aus verschiedenen Stoffen 
studiert: Glykogen, Glykose, milchsauren Salzen, Alanin, Dioxyaceton, 
Glycerinaldehyd, Hexosephosphate usw. (Newberg und Gottschalk); in An- 
wesenheit von Brenztraubensaure (Gottschalk, Utewski) u. a.m. 

Die erwaihnten Arbeiten sprechen dafiir, daB der Acetaldehyd 
wirklich ein Zwischenprodukt des Stoffwechsels ist, dessen Bildung in 
verschiedenen Geweben zu beobachten ist und mit der Atmung dieser 
Gewebe, mit den Oxydationsvorgaingen innerhalb derselben in Ver- 
bindung steht. Fir das Driisengewebe, im besonderen die Driisen mit 
innerer Sekretion, haben wir noch keine Angaben iiber die Acetaldehyd- 
bildung in denselben. Unsere Versuche zeigten, daB in den Geweben 
der Schilddriise von normalen Tieren im Thermostat sich Acetaldehyd 
bildet. Seine Menge ist nur gering, 1 bis 2 mg pro 100 g Driisensubstanz 
im Durchschnitt. In Anwesenheit von Glykogen und Glykose erhéht 
sich die Acetaldehydbildung um ein weniges. Die Menge des sich in 
der Gl. thyreoidea bildenden Acetaldehyds ist tiberhaupt nur ganz 
gering. Die Werte nahern sich denen, die fiir das Muskelgewebe der 
Kaninchen gefunden waren, das arm an Carboxylase ist (Utewski). 
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in den Driisen von Kranken konnten wir mit Riicksicht auf das iuberst 
knapp bemessene Material die Menge des sich bildenden Acetaldehyds 
noch nicht bestimmen. 


m 
Gl. Thymus. 


Wenn auch einzelne Untersuchungen tiber Atmung und Glykolyse 
vorliegen, so stehen uns fast keine Angaben iiber den intermediaren 
stoffwechsel innerhalb der Thymusdriise, noch tiber Glykolyse, noch 
iiber die Vorgainge des oxydativen Abbaues der Kohlenhydrate (iiber 
Acetaldehyd) zur Verfiigung. Wir untersuchten Glykogengehalt, Milch- 
siure- und Acetaldehydbildung in den Driisen ganz junger Tiere, Féten 
und in den Driisen reiferer Tiere mit mehr oder weniger ausgesprochenen 
Anzeichen von fettiger Degeneration. Wie aus unseren Versuchen 
hervorgeht, enthalten die Thymusdriisen junger und alter Tiere stets 
Glykogen in Mengen, die sich den von uns in den Schilddriisen ge- 
fundenen nahern. Dabei bemerkten wir keinerlei Unterschied im 
Glykogengehalt zwischen jungen und alten Driisen. Die Versuche iiber 
Milchsaéurebildung zeigten, daB die Thymusdriise weit reicher an Milch- 
siure ist als die Schilddriise. Statt 50 bis 60 mg praformierter 
Milchsaéure, wie wir sie in der Gl. thyreoidea ermittelten, fanden wir 
hier die drei- bis vierfachen Mengen, 150 bis 200 mg-°,, wobei der 
Milchsiuregehalt der jungen Driisen héher ist als der der alten 
(vgl. Tabelle I). 

Im Thermostaten erhéht sich die Menge der Milchsaéure in der 
Thymusdriise, und zwar erheblicher in jungen Driisen als in den alteren 
(36 bis 40mg in den jungen, 8 bis 20 mg in den alten). In Anwesenheit 
von Glykose wird dieses Anwachsen der Milchsiure auBerordentlich 
intensiv, wiederum mehr in den jungen Driisen als in den alten (vgl. 
Tabelle). Zusatz von Glykogen férdert die Milchsiurebildung weder 
in den jungen noch in den Alterer’ Driisen in irgendwie namhafter 
Weise. Anwesenheit von Alanin hingegen f6érdert die Milchsdure- 
hildung sowohl in jungen als auch in alten Thymusdriisen, und zwar 
ist in den jungen dieses Anwachsen etwas deutlicher ausgedriickt 
(s. Tabelle). Brenztraubensaure Salze férdern in der Thymusdriise 
ahnlich wie in der Gl. thyreoidea nur in geringem MaBe die Bildung 
von Milchsaure. 


Acetaldehyd wird, wie unsere Versuche zeigten, in fast gleichen 
Mengen in jungen und alten Thymusdriisen gebildet. Glykose férdert 
die Bildung von Acetaldehyd, brenztraubensaure Salze bleiben ohne 
Einflu8 auf die Acetaldehydbildung in der Substanz der Gl. thymus, 
was an Fehlen von Carboxylase in diesem Gewebe denken abt. 


Weitere Untersuchungen iiber den intermediiaren Stoffwechsel in 
den endokrinen Driisen sind noch im Gange. 
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Zusxemmenfassung. 

1. Gl. thymus und Gl. thyreoidea enthalten geringe Mengen vor 
Glykogen. In den Driisen von Basedowikern und Kropfkranken kan: 
der Glykogengehalt etwas héher sein, doch ist dies nicht als Regel aut 
zufassen. — 2. Thymusdriisen vom Rind enthalten weit gréBere Menge: 
von Milchsaiure als Gl. thyreoidea. 3. Der Milchsduregehalt in den 
Driisen von Basedow- und Strumakranken ist bedeutend héher als dey 
in den Driisen normaler Tiere. — 4. Fiir die Schilddriise und die G! 
thymus ist Glykose ein Bildungsfaktor der Milchsiure, nicht abe: 
Glvkogen. Die Milchsiurebildung in Anwesenheit von Glykose ist 
in Driisen von Basedow- und Strumakranken viel béher als in den 
Driisen normaler Tiere. Alanin férdert die Milchsaurebildung in de: 
Thymusdriise, jedoch nicht in der Schilddriise. Bei Basedowkranken 
erhoht sich in der Regel die Milchsaéurebildung in Anwesenheit von 
Alanin, doch ist diese Erhéhung nur gering. —- Brenztraubensiure stimu- 
liert Milchsiurebildeng in Gl. thyreoidea und thymus, aber nur seh 
gering. —- 5. In den Geweben der GI. thyreoidea und GI. thymus bildet 
sich Acetaldehyd. Seine Menge ist gering. Einiges spricht dafiir, dati 
die Gewebe arm an Carboxylase sind. In Anwesenheit von Glykogen 
und Glykose erhéht sich die Bildung von Acetaldehyd. — 6. Auf Grund 
der erhaltenen Ergebnisse kann angenommen werden, dali die von uns 
untersuchten Gl. thyreoidea und Gl. thymus zu anoxydativem und 
oxydativem Abbau von Kohlenhydraten fahig und nach dem Wesen 
ihres Kohlenhydratstoffwechsels einander nah verwandt sind. Gl. thy- 
mus unterscheidet sich von Gl. thyreoidea durch die gréBere Menge 
in ihr enthaltener Milchsiure und intensivere Glykolyse. Die junge 


Thymusdriise ist zu einer intensiveren Glykolvyse faihig als die alte. Dic 


pathologisch verinderte Thyreoidea ist in hGherem MaBe zur Glykolyse 
fihig als die normale. Méglicherweise steht dies im Zusammenhang 
mit dem intensiven Wuchs dieser Driise bei Kranken. 
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Untersuchungen 
iiber die Atmung von Diphyllobothrium latum (L.) 


Kin Reitrag zur Kenntnis der Atmungsfermente. 


Von 
EK. A. H. Friedheim und J. G. Baer, 
(Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Gent.) 
(Eingegangen am 15, Juli 1933.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Im Entwicklungszyklus des Bandwurmes Diphyllobothrium latum 
oder Dibothriocephalus latus wechseln aerobe und anaerobe Phasen 
miteinander ab!. Unser Untersuchungsobjekt erlaubt daher bei der- 
selben Spezies die Priifung, ob physiologischen Verdinderungen de: 
Atmungsfunktion bestimmte Verdinderungen am Fermentsystem det 
Atmung gegeniiberstehen. Ein Atmungsferment, das fiir die Atmung 


! Der reife Wurm lebt im Diinndarm von Mensch, Hund, Katze. 
Fuchs u. a. Die mit dem Kot ausgestoBenen Eier entwickeln sich im Freien, 
im Wasser, zu einer gewimperten Larve, die sich in einem ersten Zwischen- 
wirt, einem Wasserkrebschen, zu einer zweiten Larvenform entwickelt. 
In einem zweiten Zwischenwirt, gewissen SUBwassertischen (Hecht, Quappe. 
Schleie usw.), die sich von den Wasserkrebsen niaihren., dringt der Parasit 
durch die Darmwand in Fettgewebe und Muskulatur, wo er viele Jahre 
lang unverdndert als weiBe, kleine. bandf6rmige Larve vegetiert. Die 
genannten Warmbliiter, die sich von den infizierten Fischen nihren, stellen 
den dritten, endgiiltigen Wirt dar, in dem die Larve sich zum ausgewachsenen, 
veschlechtsreifen Bandwurm entwickelt. Unter dem Gesichtspunkt der 
Atmung 1laBt der Cyclus also zwei Abschnitte unterscheiden: 1. Mine aerobe 
Periode bei der Temperatur offener Wasser: Ei bis zum ersten, vielleicht 
bis zum zweiten Zwischenwirt. Es ist bisher nicht klar. inwieweit in den 
Geweben des Fisches, des zweiten Zwischenwirtes, molekularer Sauerstoft 
zur Verfiigung steht. 2. Eine wesentlich anaerobe Periode, bei einer Tem- 
peratur um 37° im Diinmndarm des endgiiltigen Wirtes. 
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eine conditio sine qua non sein soll, ist in der aeroben Periode, aly 
nicht unbedingt in der anaeroben Periode zu postulieren. Mit Hilf 
der Barcroft-Warburgschen manometrischen Methode haben wir Atmun: 
und Garung des anaerob lebenden Bandwurmes, der aerob lebende; 
Kier und der unter bisher nicht untersuchten Bedingungen in de; 
Leibeshéhle von Hechten lebenden Larven (Plerocercoid) untersucht 
Bei jedem dieser drei Entwicklungsstadien wurde nach den beide; 
Haminen gefahndet, die als Atmungsfermente heute im Vordergrund 
der Diskussion stehen: Auf Cytochrom, das durch ein im lebende 
Organismus direkt nachweisbares Absorptionsspektrum charakterisiert 
ist, wurde mit dem Zeissschen Okularspektroskop gepriift. Zur Kenn 
zeichnung des Warburgschen Atmungsferments diente das einziy 
verfiigbare, indirekte Reagens der Atmungshemmung durch — den 
Komplexbildner Kohlenoxyd. 


Es ist unméglich, die Parasiten bakteriologisch steril zu gewinnen 
Bei den mitgeteilten Ergebnissen sind bakterielle Einfliisse aus 
geschlossen worden: 1. durch Waschen der Objekte in sterilen Lésungen 
2. durch kurze Versuchsdauer: 3. durch Verwerfen aller Werte, dic 
nicht der Zeit linear proportional sind: 4. nach Abschlu8 der Versuche 
wurden jeweils die Parasiten aus den Atmungstrégen entfernt und dann 
der Versuch mit der leeren Suspensionsfliissigkeit fortgesetzt. Nui 
solche Messungen sind beriicksichtigt, bei denen diese Kontrolle wahrend 
einer dem Hauptversuch entsprechenden Dauer keine meBbaren Aus- 
schlige ergab. 

Der Bandwuarm. 


Das Material wurde durch Infestation eines Hundes mit finnigem. 
perienteralem Hechtfett gewonnen. Dem aufgeschnittenen Darm = des 
Hundes, der 46 Tage nach der Infestation erschossen wurde, konnten mit 
einem weichen Pinsel 16 etwa Im lange, bis zu 9mm breite, eierhaltige 
Bandwiirmer unbeschadigt entnommen werden. 5 bis 8 em lange Stiicke det 
griindlich mit steriler Ringerl6sung gewaschenen Wiirmer wurden mit 3 cen 
Ringer oder einfacher 0,9°,iger Kochsalzlésung in den Hauptraum det 
Atmungstrége gebracht. Die unmittelbar auf den Kopf folgenden, kein 
Kier enthaltenen Glieder zeigten qualitativ dasselbe Verhalten wie di 
hinteren mit befruchteten Eiern gefiillten Glieder. Die reifen, eierhaltige: 
Glieder, die zur Untersuchung notwendigerweise aus dem Verband heraus 
zuschneiden sind, iiberleben in vitro viel weniger lange als die vorderen 
Glieder, die im Zusammenhang mit dem Kopfe in die Atmungstrége ge 
bracht werden kénnen. Die hier mitgeteilten Angaben beziehen sich zumeist 
auf Kopfstiicke, die auch wegen ihres geringeren Durchmessers fiir die an 
gewandte Methode geeigneter sind. 


Die Ergebnisse sind in den Tabellen I bis 1V und Abb. 1 zusammen 
gefaBt. Es zeigt sich, daB die Bandwiirmer molekularen Sauerstoff seh: 
wohl veratmen kénnen. In Gegenwart von Glucose erreicht die Atmuny 
Werte, die denen der am besten atmenden Gewebe von Saugetieren um 
nichts nachstehen. Die Wiirmer enthalten groBe Mengen Glykogen. De 
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endogene Vorrat wird aber drei- bis fiinfmal langsamer verbrannt als im 
Versuch zugefiigte Glucose. In Abwesenheit von Sauerstoff zeigen die 
Wiirmer eine ausgesprochene Garung mit Bildung von Sdauren, die CO, 
uus Bicarbonat frei setzen. Die Atmung in Sauerstoff geniigt nicht, um 
die Gérung vollstandig zu unterdriicken, so dali eine aerobe Clykolyse 
vorherrscht. Der Durcehmesser der sehr kontraktilen Wiirmer schwankt 
standig zwischen etwa 0,1 und 1,0mm, d.h. er liegt mindestens zeit weise 
iiber der Grenzschnittdicke von 4.7.10 2¢em (Warburq'). sei niederen 
Sauerstoffpartialdrucken wird die Diffusion nicht geniigen, um auch die 
tiefer gelegenen Gewebe mit Sauerstoff zu versorgen. So erklart sich wahr- 
scheinlich die in Tabelle [V dargestellte Abhangigkeit der Atmung von der 
Sauerstoffkonzentration. Es ist aber nicht auszuschlieBen, dal} diese Ab- 
hangigkeit auch andere, nicht mechanische Griinde hat. 


Tabelle I. 
Atmung von Diphyllobothrium latum. 


« 


Temperatur: 37°; Absorption von CO, durch 5° ige Lauge. 





tmung 
: Korrigierte pogo - ~ _ 
, 5 Versuchs- Dreck- at frocken- Qo, 
Nr. Suspensionsfliissigkeit Gas dauer anderang gewicht 
Stante emm Os» 


Min. mm mm i mg. Std. 


Kopf mit einer Reihe unreifer Glieder. 
0,9°, NaCl Luft 39 36 1, 24,11 


3,1 
Ringer Oy 30 D6 1, 61,39 2,23 
0,25°,, Glucose-Ringer Og 37 — 69 A 9,94 15,01 


Reife Glieder ohne Kopf. 
Ringer Luft 33 — 97 36 =101,78 = 2,36 


Tabelle II. 


Atmung und Girung von Diphyllobothrium latum (Kopf und 
unreife Glieder). 
Methode: Warburg, diese Zeitschr. 162, 51, 1924. 
Zuckerfreie Bicarbonatringerlésung. Bicarbonat konz.: 0,21°,. Atmo- 
sphare: 5°, CO, in O,; 5°, CO, in Ny. Temperatur: 37°. Trockengewicht : 
51.966 mg. GefaBvolumen: 18,38 cem. — Fliissigkeitsvolumen: a) 3 ccm, 
b) Scem. Versuchsdauer: Perioden von je 30 Minuten. 





3 § th 


Scheinbarer 
Anaerobe Meverhof- er ney 
— bar ee scher Quotient 
No ; 4 
Uc, 1 
: 1 


: Extra- 
Gesamtsdure- Kohlensiure 
bildung 0, 
VE% do 


“0, ds (2—1) 


Atmung 


— 47% + 6.48 + 1,75 D5 O.S74 1,37 


1 Warburg, diese Zeitschr. 142, 
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Tabelle III. 


Ht. Friedheim u. J. 


(ry. Baer: 


EinfluB von KCN aut die Atmung von Diphyllob 


thrium latum (Kopfstiicke). 


Atmosphiare: Luft. 


Temperatur: 37°. Absorption von CO, mit 5 


oO 


Lau 





Suspensionstlissigkeit 


09°, NaCl 
Ringer 


025°, Glucose-Ringer 

IV. 
hangigkeit von der 

Ringer. 


Tabelle 


Suspensionstliissigkeit : 


Absorption von CO, 


Atmungs- 
hemmung 


a—b 
- 100 


Druckiinderung in 50 Min. 


+m 1000 KCN 


mm 


a) Kontrolle b) 


min 
70 
8) 
33 


59 —15 
— 62 a 
40 

+m/lOOKCN 
24 


60 
69 


Die Atmung Qo, von Diphyllobothrium latum in Al 
Sauerstoffkonzentration. 


o, NaOn 


durch 5 


Die Atmung in 5°, QO, ist willkiirlich gleich 1,0 gesetzt. 
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— > Zeit in Minuten 
Abb.1. Einflufi von Komplexbildnern anf 
die Atmung geschlechtsreifer Diphyllo- 
bothrien. (Kopfstiicke 9,51 mg Trocken- 
gewicht.) 0,.5 Glucose-Ringer (0,02°/, 
Bicarbonat), 37° C. 


aus dem hinteren 
dicken Abschnitt (24 
Trockengewicht: 


dali die Atmung in einer 
unter LichtabschluB, durchaus nicht gestért ist, wahrend die Kon 


O,-Konzentratio: 
in N 


Larven 
(Plerocercoide) 
) 


1.00 +] 

1,39 20 

1,81 100 
Atmosphare von 95°, CO und 
trolle, eine Hefesuspension, in demselber 
Gasgemisch eine Atmungshemmung von 
85°, aufweist. Diese Reaktion auf da- 
Warburgsche Atmungsferment fallt also 
negativ aus. Sowohl in Bicarbonatringe! 
wie in einfacher 0.9 °,iger Kochsalzlésuny 
hemmt m/1000 und selbst m/100 KCN 
die Atmung nur unvollstandig (Tabelle I1!. 


Abb. 1) 


Die Wiirmer zeigten eine atypisch 
rauchgraue Verfairbung, die in Methy! 
alkohol ausbleichte. Spektroskopisc! 
(Abb. 4) wiesen die frischen, lebenden 
Witmer keine selektive Absorption au! 
nach Zusatz von Hydrosulfit aber ein 
deutliche Bande zwischen 550 und 560. 
und eine schwache, eben erkennbar 
Bande zwischen 520 und 530 wu. Beid 
Banden werden durch Zusatz von Pyri- 
Nicotin nicht  verschoben. 
verstirkt. Die Lage «i 


oder 
nur 


din 
sondern 





Atmung von Diphyllobothrium latum (L.). 


kennzeichnen 
Bande 520 


Pyridin 
der 


gegentuber 
Intensitat 


Verhalten 
ist die geringe 


und ihr 
Atypisch 


beiden Banden 
Cytochrom C. 
bis 5380. 

Die befruchteten Eier. 


Die befruchteten Eier wurden aus den median zerschnittenen reifen 
Gliedern der Bandwiirmer ausgepreBt und durch vielfaches Dekantieren 
gewaschen. Als Suspensionsfliissigkeit diente Leitungswasser. Das Gewicht 
der Eier wurde nicht bestimmt. Absolute Atmungswerte daher 
nicht vor. Die Eier sind gelbbraunlich. Spektroskopisch lassen sich in 
keiner Weise (Hydrosulfit, Pyridin, Nicotin) Haminbanden nachweisen. 
Bei der beschrankten Menge der Eier, die gewonnen werden konnten, ist 
aber nicht auszuschlieBen. daB bei der Betrachtung gréBerer Schichtdicken 
eine selektive Absorption zur Beobachtung kommen k6énnte. 

Tabelle V zeigt, daB die Eier eine deutliche Atmung haben. Der 
respiratorische Quotient ist klein: 0,36, steigt aber im Laute der Entwicklung 
nach 6 Tagen aut 0,63. Die Atmung des Eies war innerhalb des unter- 
suchten Bereiches von 100 bis 2°, unabhangig von der Sauerstoffkonzentra- 
» CO,, war keine anaerobe Glykolyse 


liegen 


tion. In Stickstoff, mit und ohne 5 
nachzuweisen. 
Tabelle V. 


Temperatur: 24°.  Atmosphare: Luft. 
wasser. 


Eier von Diphyllobothrium latum. 
Suspensionsfliissigkeit : Leitungs- 





Bildung 

(,-Ver- wn “ 
brauch freier 
in COs in 
60 Min. 60 Min. 
XO. X CO, 


emm emm 


Gefiih - 
konstanten 


Druckiinderung 
in 1 Std. im Einsatz Respira- 
torischer 


Zustand der Eier 
Quotient 


59, NaOH 599 HQSO, 
nm mm 


KO, | KCO, 
qmm 


qmm 


unmittelbar | 
nach Entnahme, 
befruchtet 


—165 —1I11 1,42 1,63 23,2 8,9 0,38 


6 Tage spiater, | 


; 8,9 
segmentiert | 


95 — 4,0 1,42 1,63 0,63 


Tabelle VI zeigt, daB die Atmung durch 96°,, CO » Og im Dunkeln 
absolut nicht gehemmt wird. 
m/1000 KCN hemmt die Atmung vollstandig. 


Einflu8B von Kohlenoxyd auf die Atmung der Larven 

und Eier von Diphyllobothrium. 
Suspensionsfliissigkeit: Leitungswasser. Absorption von CO, durch 5°, 
NaOH. Temperatur: 24°. 


Tabelle VI. 





Sauerstoffverbrauch (¢mm) 





Kontrolle 


Larven von 


Gasgemisch : 
a Diphyll. lat. in 


20 Min. 40 Min. 


21 
21.5 


42 


96% N,+4% 02... 2 
42.5 


96 °, CO+4°, Os im Dunkeln 
Biochemische Zeitschrift Band 265. 


Miicken- 
(Culiciden) 
Larven in 


Kier von 
Diphyll. lat. in 


20 Min. 40 Min. 100Min. 20 Min. 40 Min. 
S 20 18.5 


8 19,5 7.5 
99 
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Tabelle VII. 
Atmung von Diphyllobothrium-Larven (Plerocercoide) bei de: 
Temperatur ihres Zwischenwirtes (Hecht). 
Absorption von CO, mit 5°, Lauge. 





: Se sk Gefaib- a 
Ver- Korrigierte — — Atmung 
Suspensions- suchs- Druek- hn Trocken- Q 
cot ; Stante ewicht Os 
fliissigkeit dauer itnderung KO, gewich 


Hl an 
; Tempe- 
Nr. || ratur 2 
H} emm Op» 
j} °C | Min. mm qmm mg mg. Std. 


| 18,2 0.9°, Nacl Luft 82 ‘ 1,42 41,71 0,22 
22,1 0,9°, Nal Os 48 22,1 1,42 113,03 0,35 
19,0 Ringer Luft 102 9,5 1,40 8,80 0,88 
19,0 Ringer ® 75 7 1,42 12,64 0,63 


16,3 | — 1 60 10 140 65,06 0.21 


22,2 Ringer a 30 10 1,39 61,06 0,45 
Ringer-Phosphat- : ‘ 

22,0 puffer pq7,2 m/30 ” 35 1,40 84,84 | 0,54 
| Phosphatpuffer | 47 ‘ . ‘ 

22,0 pu 6,0 m45 ||” 60 17 1,23 64,09 0,33 

24,0 0,99, Nacl | Luft 60 —21 1,33 50,79 | 0,55 
Zusatz von 0,6°, || - ‘ a 

Glucose j co | — 90 0,78 


Atmungssteigerung durch Glucosezusatz 42°, 


Tabelle VIII. 


Atmung und Garung von Diphyllobothrium-Larven (Plerocer- 
coide). 
Methode: Warburg, diese Zeitschr. 152, 51, 1924. Suspensionsfliissigkeit : 
0,6°,, Glucose-Ringer. Bicarbonat konz.: 0,21°,. Atmosphare: 5°, CO, in 
O,; 5° CO, in Ny. Versuchsdauer: 30 bis 60 Minuten. Pro Versuch ver- 
wendete Larvenmengen: etwa 60 Stiick, entsprechend 80 bis 110mg 
Trockengewicht. 





1 2 3 4 5 6 
‘ | Scheinbarer 
| Anaerobe respiratori- Meyerhof- 
A Glykolyse scher Quotient 
bildu O ea sch ‘ 
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00 mg. Std. Ss (2—1) | . 1 
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Atmung = Gesamt- Extra- 
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+0,28 +1,06 1,35 
+ 0,28 


16,3 
16,3 
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8 
it 12 
4 + 0,18 + 0,376 
6 + 0,2 
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Die Larven (Plerocercoide). 


Die Larven wurden aus dem perivisceralen Fettgewebe von Hechten 
des Neuenburgersees herausprapariert. Einzelne Hechte enthielten bis 
zu 300 Stiick der weiBen, 0,5 bis 2cm langen, runden oder mehr 
bandférmigen Larven. Der Durchmesser der éuBerst kontraktilen Parasiten 
kann bei demselben Exemplar innerhalb Minuten zwischen !/,), und 1,3 mm 
schwanken. Die Parasiten lassen sich durch Waschen leicht von allen 
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Spuren des Wirtsgewebes befreien und in 0.9°,iger Kochsalzlésung bis 
zu 8 Tagen am Leben erhalten. Innerhalb 24 Stunden bleibt ihre Atmung 
bis auf 5°, konstant, so daB verschiedene Versuche mit dem gleichen 
Material ausgefiihrt werden kénnen. 

Um iiber die Sauerstoffverhaltnisse am Sitz der Parasiten innerhalb 
des Fettgewebes einen Anhaltspunkt zu haben, wurden, in Ermangelung 
eines Hechtes, einer Forelle 20 cem einer 1/),° igen Methylenblaulésung 
intraperitoneal eingespritzt. Nach 8 Stunden war die Leibeshéhle des 
Tieres leer und wie das Fettgewebe ohne Verfarbung. In verdiinnte Wasser- 
stoffsuperoxydlésung gebracht, farbte sich das Fett aber augenblicklich 
blau. Es 1aBt sich schlieBen, daB in dem Fettgewebe praktisch kein mole- 
kularer Sauerstoff vorhanden ist'. 

Spektroskopisch zeigen die lebenden Larven schon ohne jeden Zusatz 
eine breite Bande zwischen 550 bis 560 auf, die nach Zugabe von Hydro- 
sulfit und 30°, Pyridin in Phosphatpuffer von py 7.3 ohne Verschiebung 
noch deutlicher hervortritt (Abb. 7). 

Die Ergebnisse der bei Temperaturen bis 24° C ausgefiihrten Versuche 
sind auf den Tabellen V und VI und Abb. 2 zusammengefabt. Es ergibt 
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30 60 
—> Zeit in Minuten 
Abb, 2. 
Einfluss von KCN und Pyocyanin auf die Atmung von Diphyllobothrium-Larven (Plerocercoide). 
Suspensionsfliissigkeit : 0,9 °/g NaCl: Absorbtion von CO, durch 5 °/) NaOH; Atmosphire: Luft; 
Temperatur: 24°. 


sich, daB die Larven, die kein typisches Cytochrom enthalten, eine deutliche 
Atmung, aerobe und anaerobe Glykolyse aufweisen. Ebenso wie die Wiirmer 
verbrennen die Larven zugesetzte Glucose schneller als die endogenen 
Vorrite. Die Atmung wird durch ein Gemisch von 96°, Kohlenoxyd und 
4°, Sauerstoff, das die Atmung von Miickenlarven? um 60°, herabsetzt, 


1 Unter der Annahine einer Temperatur von 25°, einer Reaktion des 
Fettgewebes von py 7,0, einer Reduktion des Methylenblaues von nur 50°,, 
besagt der Versuch, daf hier ein Oxydationsreduktionspotential von 
+ 0,011 Volt, bezogen auf die Wasserstoffnormalelektrode, und von + 1,22 Volt, 
bezogen auf die Normalsauerstoffelektrode, herrscht. Diesem Werte ent- 
spricht ein hypothetischer Sauerstoffdruck von 10-8? Atmospharen. Dieser 
Rechnung kann entgegnet werden, daB durch die Blutkapillaren des Fett - 
gewebes den Larven unter denselben Bedingungen Sauerstoff zur Ver- 
fiigung gestellt wird, wie den Fettzellen selbst. Es ist nicht auszuschlieBen, 
daB die lebenden Zellen des Fettgewebes urd der Parasiten den Sauerstott 
der Kapillaren schneller an sich reiBen als das Leukomethylenblau. In wie- 
weit die beobachtete Reduktion des Methylenblaus der Ausdruck einfacher 
dynamischer oder thermodynamischer Gleichgewichte ist, kann heute nicht 
entschieden werden. 

2 Die Larven wurden nicht eingehend zoologisch bestimmt; es handelt 
sich wahrscheinlich um culex pipiens. 
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durchaus nicht gestért (Tabelle V1}, m/1000 KCN hemmen die Atmung 
vollstandig, sowohl in Phosphat-, wie in Bicarbonatringer, wie auch in 
ungepufferter Kochsalzlésung. Diese Hemmung wird durch m/500 Pyo- 
cyanin nicht nur vollstandig aufgehoben, sondern dieses Pigment steigert 
die Atmung in Gegenwart von m/1000 KCN noch um 70 °,, iiber den Normal- 
wert. 5°, Urethan hemmen die Atmung vollstandig. 


Die Atmung von Triaenophorus lucii (Fabricius). 


Ein weiteres Beispiel kohlenoxydresistenter Atmung bietet dieser 
Bandwurm des Hechtes (Abb. 3). Unbeschadigte, vollstaéndige Exemplare 
bis zu etwa 5cm Lange wurden in die AtmungsgefiBe gebracht. Zusatz 

von m/1000 KCN hemmt die At- 
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mung zunachst vollstandig. Nach 
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§ — nuten setzt aber die Atmung mit 
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P ae al | | kann, wieder ein und setzt sich 
| ey stundenlang (beobachtet bis zu 
0 Zt in a 60 18 Stunden) gleichmaBig fort. Die 
Abb. 3 Beweglichkeit der Parasiten wird 
Atmung von Triaenophorus lucii (#abricius). durch den Zusatz keineswegs | be- 
Suspensionsfliissigkeit: Ringer mit 0,02° 9 eintrachtigt. Die Suspensionsfliis- 
Bicarbonat. Temperatur: 24°C. sigkeit zeigt nach Entfernung der 
Wiirmer’ keinen — Sauerstoffver- 
0 6 S§ 50 4§ 42 brauch. Eine katalytische Oxy- 
rs ee 7 dation von Stoffwechselprodukter 
Reite Liphyllobothrien 2 set Wiha e68 xCw _ 
Mit Naz 5, 0, +Pyridin ay er Ml bapsg ung . es KOO - im 
eee — ‘Sees oe Sinne von Smythe, ist daher nicht 
Diphylobothriam - Larven wahrscheinlich. Um eine einfache 

+ (Wap 5; 0, + Pyridin) | settee : 
_ _ ms _ Destillation der Blausaéure aus dem 
vie ry yee Hauptraum in die Lauge des Ein- 

Be %2 “2 eal as in) satzes handelt es sich nicht. 
“ye i 1 _ 

oa hae) Spektroskopisch weisen die 
= if? ° os a ° 
U (Ma, 5, 0, + Pyri ee lebenden Tiere ohne Zuséitze bei 
' Abb. 4. 550 bis 560 und bei 530 zwei Ban- 
Absorptionsspektren. den auf, von denen besonders die 


erste durch Hydrosulfit und Pyri- 
din ohne Verschiebung eine wesentliche Verstarkung erfahrt. Bei dieser 
Behandlung nehmen die weiBlichen Tiere eine deutliche Rosafarbung an. 
Es handelt sich also um Cytochrom C. 


Erérterung der Versuchsergebnisse. 


Die erwachsene Form, die Eier und Plerocercoide von Diphyllo- 
bothrium latum und die erwachsene Form von Triaenophorus lucii 
zeigen eine typische Atmung, die durch Kohlenoxyd in Gegenwart 
von nur 5% Sauerstoff nicht gehemmt wird. In diesem Verhalten 
gegeniiber CO besteht kein Unterschied zwischen den unter anaeroben 
Bedingungen lebenden Wiirmern und den aerob sich entwickelnden Eiern. 
Unterschieden wird die Atmung der beiden Lebensformen durch das 
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AusmaB der KCN-Hemmung, die unvollstandig bei den erwachsenen 
Wirmern, vollstandig bei den Eiern ist. 

Die CO-resistente Atmung, mit der auch die physivlogisch anaeroben 
Formen auf die Gegenwart von Sauerstoff reagieren, ist insofern typisch, 
im Sinne der Pasteur-Meyerho/schen Reaktion die Garung 


als sie 
Wiirmer und Larven (Plerocercoide) sind 


wenigstens teilweise hemmt. 
als fakultative Anaerobier zu bezeichnen, die Eier als obligat aerob', 

Die teils vollstandige, teils unvollstandige Hemmung der Atmung 
durch KCN weist darauf hin, daB auch bei der CO-resistenten Atmung 
eine Schwermetallkatalyse mitspielt. Obwohl bekanntlich aus dem 
Versagen einer Reaktion noch nicht auf die Abwesenheit eines Reaktions- 
teiInehmers geschlossen werden darf (Warburg), so erhebt doch das 
Versagen der CO-Reaktion unter gewohnlich stark atmungshemmenden 
Bedingungen die Frage, ob das Schwermetall hier in Form des Warburg- 
schen Ferments vorliegt. 

An Schwermetallkomplexen ist bei den erwachsenen Formen von 
Diphyllobothrium und Triaenophorus Cytochrom C durch sein zwei- 
bandiges, durch Pyridin nicht verschobenes Spektrum unmittelbar 
nachweisbar. 

Nach den Untersuchungen von Keilin kann aber Cytochrom © 
allein nicht als Atmungsferment in Betracht kommen, da es bei physiolo- 
gischem pu nicht autoxydabel ist. Das reduzierte Cytochrom C bildet 
zwar selbst unter physiologischen Bedingungen keine CO-Verbindung, 
braucht aber zu seiner Oxydation die Mitwirkung einer CO- und KCN- 
empfindlichen Oxydase, und in eben den beiden Fallen der erwachsenen 
Wiirmer, die das typische Cytochrom C-Spektrum aufweisen, ist clic 
Atmung nicht nur gegen CO, sondern teilweise auch gegen KON 
resistent. Wiahrend bereits eine Reihe von Beispielen unvollstandiger 
KCN-Hemmung der Atmung bekannt ist: Chlorella, Colpidium, Para- 
maecium, Sarcina (zit. nach Keilin®), Bacillus Delbriickii®, so liegen 
nur wenige Angaben iiber CO-resistente Atmung von Metazooen 
Zellen vor. Warburg teilt mit, daB die Atmung eines Rous-Sarkoms 
und roter Vogelblutzellen durch 95°, CO O, nicht gehemmt 
werden. Diese und die hier mitgeteilten Befunde, die Arten einer 
groBen zoologischen Gruppe betreffen, lassen sich vorliufig nicht 


50 
5%, 


ungezwungen in die bestehenden Theorien eimordnen. 


1 Kine Segmentierung der Eier erfolgt schon im Uterus, wahrend der 
Wurm unter den anaeroben Bedingungen des Darmes steht. Obligat aerob 
ist die weitere Entwicklung zur Wimperlarve. 

2 Ergebnisse der Enzymforschung 2, 267, Leipzig 1933. 

3% Meyerhof u. Finkle, Chem. d. Zelle 12, 157, 1925. 








Uber die Giiltigkeit des Massenwirkungsgesetzes bei der Reaktion 
von Eiwei6koérpern mit Sauren und Basen. 


Von 
G. Ettiseh und Giinter Viktor Schulz. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir physikalische Chemie und Elektro- 
chemie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 17, Juli 1933.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


I. Der gegenwiirtige Stand der Forschung iiber die Siiure- und Basenbindung 
der Proteine. 


Es ist zwar schon lange bekannt, daB Aminoséuren Ampholyte sind, 
d. h. Séuren und Basen neutralisieren, aber erst Bjerrum! hat den Mecha- 
nismus dieser Reaktionen einwandfrei aufgeklirt. Seiner Theorie zufolge 
bestehen geléste Aminoséuren am isoelektrischen Punkt aus weitgehend 
dissoziierten Zwitterionen von der Konstitution NH,—R—COO’.  Gibt 
man einer soilchen Lésung Saéure hinzu, so werden Wasserstoffionen von 
den Carboxylionen gebunden: 


NH,—-R—COO' + H = NH{—R—COOH, (1) 
gibt man Base hinzu, so werden die OH’-Ionen an der Aminogruppe ge- 
bunden, wobei gleichzeitig H,O frei wird: 

NH,—R—C0O' + OH’ = NH,—R—COO’ + H, 0. (2) 
Im Gegensatz zu der alteren Auffassung, daB die Saurebindung durch die 
basischen Gruppen im Aminosauremolekiil zustandekommt und die Basen- 
bindung durch die sauren, ist also nach Bjerrum die Bindung von Saure 
als Dissoziationszuriickdrdngung saurer Gruppen, die Bindung von Base 
als solche basischer Gruppen aufzufassen. 

Seitdem Bjerrum diesen Bindungstypus fiir Aminosauren sicher- 
gestellt hat, sind mehrfach Versuche unternommen worden, diese seine 
, Awitterionentheorie’ auch auf Eiwei8kérper auszudehnen. Es sind 
auch wichtige Griinde dafiir aufgefunden worden, daB die Bindung der 


' Bjerrum, Zeitschr. f. phys. Chem. 104, 147, 1923; 106, 219, 1923; 
Ergebn. d. exakt. Naturwissensch. 5, 125, 1925. 
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Sauren und Basen durch EiweiBkérper nach dem Bjerrumschen Schema 
verlauft!. 

Kin vollstandiger Beweis fiir die Zwitterionentheorie der Eiweif- 
kérper ware allerdings erst dann gegeben, wenn nachgewiesen 
ware, daB die Bindung von H’- und OH’-Ionen nach dem Massen- 
wirkungsgesetz im Sinne einer Ionenreaktion verlauft. 

Durch die Reaktionsgleichungen (1) und (2) sind folgende beiden 
Gleichgewichte bestimmt: 

[R—COO}.[H'] __,. (3 
{[R—COOH| ~— * a 


und 

[|R—NH),].[OH’] _ 

| R—NH,} 

wobei K, und A, Konstanten sind. Erst wenn die Giiltigkeit dieser 
Gleichungen (3) und (4) bewiesen ist, und zwar derart, daB fiir die 
Konstanten A, und Ky, einleuchtende praktisch verwendbare Werte 
angegeben werden kénnen, wird man auch die Giltigkeit der Bjerrum- 
schen Theorie fiir die EiweiBkérper als gesichert ansehen kénnen. 


Kp, (4) 


Es bestehen bereits Versuche, soleche Gleichgewichtskonstanten zu er- 
mitteln?. Die betreffenden Autoren benutzen dabei meist die aus dem 
Massenwirkungsgesetz folgende Beziehung 


* 
K eu (5) 
oder 
In K = ph, (6) 


wobei pj, einen py-Wert bedeutet, bei dem die Pufferung ein Maximum 
besitzt. Das ist ein richtiger Weg, sofern das Massenwirkungsgesetz bei 
den betrachteten Reaktionen giiltig ist. Andererseits ist aber das Auftreten 
der Pufferungsmaxima noch kein Beweis fiir die Giiltigkeit des Massen- 
wirkungsgesetzes oder der Bjerrumschen Theorie. Wir hielten es deshalb 
trotz dieser sehr verdienstvollen Arbeiten fiir notwendig, die Giiltigkeit 
des Massenwirkungsgesetzes bei den Proteinen von Grund aus zu unter- 
suchen, indem wir die Pufferungskurven vollstandiqg — nicht nur an singu- 
laren Stellen — experimentell und rechnerisch verfolgten. 

Uber die Saure- und Basenbindung der Proteine liegt bereits ein 
groBes experimentelles Material vor, doch ist dieses nicht ganz frei von 
Widerspriichen. Die meisten Autoren (Robertson, Pauli, J. Loeb u. a.)* 
kommen zu dem Ergebnis, daB die Bindung in stéchiometrischem 


1 Meyerhof, Pfliigers Arch. 195, 22, 1922; 204, 295, 1924; H. H. Weber, 
diese Zeitschr. 218, 1, 1931. 

2 Siehe hierzu vor allem J. Roche, Bull. Soc. Chim. biol. 14, 1032, 1932; 
Errera, C. r. 198, 1347, 1931. 

3 Ausfiihrliche Literaturangaben hieriiber in Pauli-Valko, Elektro- 
chemie der Kolloide. Wien 1929. 
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Verhaltnis erfolgt. D.h. bei hohen Gleichgewichtskonzentrationen 
an H’- bzw. an OH’-Ionen nahert sich die gebundene Menge Saure 
bzw. Base einem Sattigungswert, der der Konzentration an Eiweil 
genau proportional ist und fiir verschiedene starke Saiuren und Basen 
recht gut iibereinstimmt. Doch werden diese Angaben bis in die neueste 
Zeit hinein von anderen Autoren bestritten!. Auch schwanken in den 
verschiedenen Verdéffentlichungen die Angaben iiber die GréBe des 
Sattigungswertes an H’-Ionen nicht unerheblich. 


Wir glauben auf Grund unserer Untersuchungen, daB ein groBer 
Teil dieser Widerspriiche daher kommt, daB der zeitliche Verlauf der 
Reaktion zwischen Proteinen und Saéuren und besonders Basen nicht 
geniigend geklart war und daher nicht immer richtig eingeschatzt wurde. 
Unsere erste Aufgabe bestand daher darin, diesen méglichst genau zu 
ermitteln. Es ergab sich dabei, daB der zeitliche Verlauf der Reaktion 
in zwei deutlich getrennte Abschnitte zerfallt, eine momentan zu Ende 
laufende Primdrreaktion und eine zu ihrem Ablauf viele Stunden er- 
fordernde Sekunddrreaktion, die sich beide in der Bindung von H’- 
bzw. OH’-Ionen auBern. Fiir die Sekundarreaktion konnten wir in 
friiheren Arbeiten nachweisen*, daB sie in einem recht weitgehenden 
irreversiblen Ejingriff in das EiweiBmolekiil besteht. In dieser 
Arbeit soll in der oben skizzierten Weise der Nachweis gefiihrt werden, 
da die Primarreaktion eine reine Ionenreaktion ist, die nach dem 
Bjerrumschen Schema verlauft. 


II. Die experimentellen Grundlagen dieser Arbeit. 


Zur Untersuchung kamen bei dieser Arbeit Serumalbumin und 
Serumglobulin vom Rind?. 


Wir legten besonderen Wert auf folgende zwei Gesichtspunkte. 1. der 
untersuchte EiweiBkérper sollte méglichst frisch sein, d. h. die Schlachtung 
des Tieres, von dem es stammte, sollte auf keinen Fall mehr als eine Woche 
vor der Untersuchung erfolgt sein; 2. die Ergebnisse sollten unabhangig 
von der zufalligen Konstitution des einzelnen Tieres sein. Beide Bedingungen 
erfiillten wir dadurch, daB wir uns dauernd wahrend der Messungen unsere 
Proteine selbst darstellten (jede Woche mindestens einmal), und daB jede 
der unten mitgeteilten MeBreihen aus den Punkten von mindestens drei 
verschiedenen Seren zusammengesetzt ist. Beim Albumin lieBen sich diese 
von den EiweiBkérpern verschiedener Tiere erhaltenen Titrationskurven glatt 





1 Z. B. Hartl u. Starlinger, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 60, 315, 
1928. 

2G. Ettisch u. G. V. Schulz, diese Zeitschr. 239, 48, 1931; 245, 189, 
1932; G. V. Schulz u. G. Ettisch, Zeitschr. f. physikal. Chem. 164, 97, 1933. 

3 Das Blut bezogen wir vom Schlachthof in Berlin. Der Liebens- 
wiirdigkeit von Herrn Dr. Kidrowski danken wir es, daB nur das Blut von 
einwandfrei gesunden Rindern zur Untersuchung kam. 





M 
de 
fil 
ha 
au 
Pi 
kr 
Wi 


E 


wi 
au 


di 


he 


N 
m 
n¢ 
di 








tionen 
Saure 


Liweib 
Basen 
eueste 
n den 
e des 


rroBer 
if der 
nicht 
yurde. 
au zu 
iktion 
Ende 
n er- 
n H’- 
vir in 
nden 
lieser 
rden, 
dem 


und 


|. der 
itung 
Toche 
Angig 
ingen 
nsere 
jede 

drei 
diese 
glatt 


315, 


189, 
1933. 
yeNIS - 

von 





Reaktion von EiweiBkérpern mit Saéuren und Basen. 341 


zur Deckung bringen. Beim Globulin ergaben sich starkere Abweichungen 
bei den Eiweiben verschiedener Tiere. Wir legten aber trotz dieser Ab- 
weichungen auch unseren Rechnungen beim Globulin eine solche zusammen- 
gesetzte MeBreihe zugrunde, um nicht den Zufalligkeiten eines einzelnen 
Serums ausgeliefert zu sein. 

Kristallisiertes Albumin stellten wir uns nach der Hofmeisterschen 
Methode her: das Globulin wurde durch Versetzen des Serums mit 
der gleichen Menge gesittigter Ammonsulfatlésung gefallt und ab- 
filtriert. Das Filtrat wurde darauf mit so viel n/10 Schwefelsdure, die 
halbgesittigt mit Ammonsulfat war, versetzt, bis eine deutliche Triibung 
auftrat. Das ist dann der Fall, wenn sich die Lésung am isoelektrischen 
Punkt (I. P.) des Albumins befindet. Das nach 1 bis 2 Tagen aus- 
kristallisierte Albumin wurde 15 Stunden gegen rasch flieBendes Leitungs- 
wasser vordialysiert und darauf einer Elektrodialyse nach Ettisch und 
Ewig' unterworfen. Als Anodenmembran wurde dabei eine Albumin- 
Kollodiummembran, als Kathodenmembran Pergamentpapier — ver- 
wendet. Nach einer Elektrodialyse von etwa 2 Stunden ging der Strom 
auf wenige Milliampere herunter (angelegte Spannung 120 Volt), und 
die Lésung zeigte keine Sulfatreaktion mehr. Thr py betrug ungefihr 5. 
Diese Lésung wurde auf 2,2°, Albumin verdiinnt und zur Messung 
benutzt. 

Das Serumglobulin wurde dadurch erhalten, daB der bei Halb- 
siittigung des Serums mit Ammonsulfat entstandene Niederschlag nach 
] Stunde abfiltriert und durch Versetzen mit méglichst wenig destil- 
liertem Wasser wieder in Lésung gebracht und solange gegen n/100 Na Cl- 
Lésung dialvsiert wurde, bis die Sulfatreaktion verschwand. Diese 
NaCl-Konzentration wurde gewahlt, weil bei geringerer Konzentration 
merkliche Mengen Globulin ausfielen. Hierzu waren | bis 1', Tage 
notig. Darauf wurde die Lésung durch Verdiinnen mit n 100 NaCl auf 
die gewiinschte Konzentration gebracht. 

Mehrmaliges Umkristallisieren bzw. Umfallen vermieden wir im Inter- 
esse der Schnelligkeit, mit der die EiweiBkérper zur Untersuchung kommen 
sollten. Es kann daher sein, da8 die untersuchten Globulinlésungen etwas 
Albumin und umgekehrt enthielten. 

Die Konzentration wurde mit dem Zeissschen Eintauchrefraktometer 
bestimmt. Dieses wurde vorher mit einer Lésung geeicht, deren Konzen- 
tration gravimetrisch bestimmt war. Hierbei gingen wir so vor, dali wir 
Albuminlésungen im Exsikkator itiber CaCl, im Vakuum bis zur Gewichts- 
konstanz eintrockneten. Das Vakuum wurde durch eine kraftig ziehende 
Wasserstrahlpumpe erzeugt. 

In diesen Lésungen nahmen wir die Titrationskurven mit HCl 
und NaOH auf. Das geschah in der Weise, daB wir uns HCl- und NaO H- 
Lésungen von 0,05 bis 1,5 n herstellten und fiir jede einzelne Messung 


1G. Ettisch u. Ewig, diese Zeitschr. 195, 175, 1928. 
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den Proteinlésungen im Verhaltnis 1:9 zusetzten. Wir erhielten s 
beim Albumin Lésungen, die 2°, EiweiB und 0,002 bis 0,15 n HC 
bzw. NaOH enthielten. Die Globulinkonzentration war 2,25°%,. E> 
wurde auf diese Weise erreicht, daB die EiweiBkonzentration eine: 
MeBreihe konstant war. 

Die Gleichgewichtskonzentration an H’ bestimmten wir mit de: 
Wasserstoffelektrode. Wir benutzten die von Michaelis vorgeschlagen 
V-Form!. Die Berechnung der gebundenen Saure- und Basenmeng: 
ist in Abschnitt IV beschrieben. 


HI. Die zeitliche Trennung der Primiir- und Sekundirreaktion. 


Der Reaktionsverlauf der Basenbindung durch das Protein wurd 
ermittelt, indem eine gréBere Menge Protein mit Alkali versetzt und 
darauf von Zeit zu Zeit eine Probe aus dem Reaktionsgemisch ent- 
nommen und ihr pu bestimmt wurde. In Abb. | ist ein so ermittelte: 
Reaktionsverlauf dargestellt. Der Anfangswert zur Zeit Null (12,5) ist das 
pu, das das Alkali bei gleicher Verdiinnung wie im Versuch ohne das 
Protein haben wiirde. Man sieht, daB das Protein das py zuerst sehr 
rasch erniedrigt. Darauf geht das px aber noch einmal durch ein 
schwaches Maximum, das nach ungefaihr einer Stunde erreicht wird, 
um dann nach einem Verlauf von etwa 20 Stunden zu einem betrachtlich 
tieferen Wert abzufallen?. 

Besonders wichtig erschien uns der Verlauf wahrend der ersten 
Minuten bzw. Sekunden der Reaktion. Wir verfolgten ihn mit Farb- 
indikatoren. Diese erlauben es — wie in der ersten vorangegangenen 
Arbeit beschrieben —, den pu-Wert, der nach etwa 1 bis 2 Sekunden 
auftritt, mit dem ersten mit der Wasserstoffelektrode gemessenen 
Wert zu vergleichen*®. Es zeigte sich zwischen den beiden Werten kein 


‘1 LL. Michaelis, Wasserstoffionenkonzentration. 1. Auflage. Berlin, 
Julius Springer. 

2 Einen ahnlichen Verlauf fand E. J. Cohn und Berggren beim Casein. 
(J. gen. Physiol. 7, 45, 1925.) 

3 ,,Wir verfuhren hierbei folgendermaBen: Zuerst wurde die Alkali- 
menge ermittelt, bei deren Zugabe eine mit Indikator versetzte Lésung 
gerade ihren Farbumschlagspunkt hatte. Gab man eine geringere Alkali- 
menge hinzu, so miiBte eigentlich die Farbe der Caseinlésung unverandert 
bleiben. Fiir den Fall aber, daB nicht alles Alkali sofort gebunden wurde, 
muBte der voriibergehende UberschuB an Alkali — solange er eben vor- 
handen war — die Farbe zum Umschlag bringen. In dem MaBe, wie er 
aber gebunden wurde, muBte dann die Farbe zur urspriinglichen Nuance 
zuriickkehren. Damit die Durchmischung méglichst schnell vonstatten 
ging, wurde die abgemessene Menge Alkali und die mit Indikator gefarbte 
Caseinlésung in zwei Reagensglaser gegeben. Dann wurde die Caseinlésung 
rasch in das Alkali hineingegossen. Aus der Schlierenbildung ist zu sehen. 
daB die vollstandige Durchmischung etwa 2 Sekunden braucht. Die Ver- 
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erkennbarer Unterschied. Man sieht daraus, da der erste Abschnitt 
der Reaktion bereits innerhalb der ersten 1 bis 2 Sekunden abgeschlossen 
ist, also wohl momentan verlaiuft, und da sich an diesen ein 
yweiter Teil diskontinuierlich anschlieBt und mit auberordentlich 
viel langsamerer Geschwindigkeit ablauft. 





Diese beiden Teile der Reaktion nannten 726 mT 
wir Primdrreaktion und Sekunddrreaktion'. 1a5}-p-—4—+- + + 44 
In Abb. 1 gibt P den wohl schon nach ae}t +} + 4} tt 
Bruchteilen einer Sekunde auftretenden pu- 3 i—t—+—J 
Wert an, der den AbschluB der Primar- { * oo : 
reaktion darstellt. a ‘ar ier ae 
eae | 


Es ist hiernach klar, daB, wenn iiber- 





haupt eine reine Jonenreaktion zwischen PN 











"Cyl ax. , 16\+ = 
EiweiB und Base bzw. Séure stattfindet, ’ Ted 
. = - _ " 117} 4+- +—+--++--+ 2 
nur die Primdrreaktion eine solche sein 2 | 
kann, da ja Ionenreaktionen momentan ver- o7 Sf &. 5 67 
: a e ; ; en 
laufen. Die Sekundarreaktion besteht — wie 
. - 4 P ’ Abb. 1. 
wir nachweisen konnten — in einer tief- BO aie , oe 
7 : z Reaktionsverlauf von 2,5° 9 
greifenden chemischen Veranderung des Albumin + 0,05 n NaOH. 


a Primirreaktion, 
» Sekundiarreaktion. 


KiweiBmolekiils. 
IV. Die Giltigkeit des Massenwirkungsgesetzes fiir die Primiirreaktion. 
a) Die Sdure- und Basenbindung in Abhdngigkeit von der Gleichgewichts- 


konzentration. 


Nachdem so die Primarreaktion von der Sekundarreaktion zeitlich 
hinreichend scharf abgetrennt ist, ist es leicht zu berechnen, wie gro 
die waihrend der beiden Reaktionsabschnitte gebundenen Alkali- bzw. 
Sauremengen sind. Da der nach 15 Minuten auftretende py-Wert sich 
nicht merklich von dem von dem nach 1 bis 2 Sekunden vorhandenen 
Wert unterscheidet, kann man den ersten mit der Wasserstoffelektrode 
gemessenen Wert als den der Primiarreaktion entsprechenden ansehen. 
Der niedrigere px-Wert nach 24 Stunden entspricht dann der 
gréBeren gebundenen Alkalimenge von Primirreaktion und Sekundiir- 
reaktion zusammen. Die Differenz der  beiden so erhaltenen 
Alkalimengen ist die wahrend der Sekundiarreaktion aufgenommene 
Menge. 


suche ergaben, da zwar im ersten Augenblick vor der vollstandigen 
Durchmischung — jedesmal die Farbe umschlug, daB~ aber nach 
1 bis 2 Sekunden schon die Farbe auftrat, die auch nach 10 Minuten 
noch vorhanden war.’ (G. Ettisch u. G. V. Schulz, diese Zeitschr. 239, 
52ff. 1931.) 

1 Beziiglich der genauen Werte vgl. Schulz u. Ettisch, 1. c. 
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Die Rechnung gestaltet sich fiir die Alkalibindung wie folgt. Au, 
dem px ergibt sich zundchst die Aktivitat der freien OH’-Ionen (ag 
nach der Gleichung 


log doy = logk,. + py, (7 
wobei k,, die Dissoziationskonstante des Wassers ist. (Fir unsere Mef 
temperatur, 27°, ist log kf, 13,825.) Division der Aktivitat durc! 
den Aktivitatskoeffizienten /, 


Hydroxylionen in Normalitaten. 


ergibt die Konzentration der freien 


alow 
ha 
Bezeichnen wir die gesamte Alkalinormalitaét der Lésung (gebunden 
nichtgebundene Menge) mit Noy, so ist schlieBlich die Konzentration 


noW (S) 


der gebundenen Hydroxylionen 
Gon 
fa” 


now geo. = Vow — "on = Now (9) 
eine Gleichung, die z. B. auch Pauli benutzt und in seinem Buche'! 
diskutiert. Die Berechnung fiir die Saurebindung geschieht ganz analog. 

Wir benutzten die Aktivititskoeffizienten, die Noyes und Mac Innes* 
durch Kettenmessungen fiir KOH und HCl bestimmt haben, nachdem 
wir uns durch Stichproben davon itiberzeugt hatten, daB sie auch fiir 
unsere MeBanordnung giiltig waren, obgleich wir statt mit KOH mit 
NaOH arbeiteten. 

Es erscheint vielleicht nicht als ganz korrekt, da wir die Beein- 
flussung der Aktivitaét der OH’-Ionen durch die Proteinionen nicht beriick- 
sichtigten. Das ist aber bei dem jetzigen Stande der Forschung leider 
unmdéglich. Das Verfahren, das wir anwandten, rechtfertigt sich indessen 
dadurch, daB wir hierbei — wie im nachsten Abschnitt gezeigt — zu einer 
Erfassung des Gleichgewichts kommen mit gut verstandlichen Werten der 
Konstanten. (Siehe auch das im nichsten Abschnitt tiber die Aktivitat 
Cresagte.) 

Die auf diese Weise fiir die Alkali- und Saurebindung des Serum- 
albumins gefundenen Werte sind in der Tabelle LX zusammengestellt. In 
Abb. 2 ist die primare und die sekundare Basenbindung des Albumins 
graphisch aufgetragen®. Man sieht, daB die primaire Bindung deutlich 
einem Sattigungswert zustrebt. Die sekundire dagegen zeigt ein gerade 
entgegengesetztes Verhalten: sie wichst um so stirker an, je héher die 
Alkalikonzentration ist. Sie macht daher durchaus nicht den Eindruck 


1 Pauli, |. ¢. 

* Noyes u. McInnes, J. Am. chem. Soc. 42, 239, 1920. 

3 Die Werte der sekundiren Basenbindung von Albumin (Kurve I 
und III in Abb. 2) sind hei Schulz u. Ettisch, 1. ¢., Tabelle III, zu finden. 
Die sekundare Bindung des Globulins unterscheidet sich kaum von der des 
Albumins, so daB wir von einer Wiedergabe hier absehen kénnen. 
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einer Gleichgewichtsreaktion von lTonen. Es wird demgemaB im 
folgenden versucht werden, nur die Primarreaktion nach dem Bjerrum- 
schen Schema darzustellen. 





& 
. = 
| 





n-Na0H gebunaen— - 


mons _ 
G02 G0¥ G06 Q0B QW Ql? GM GW 
7 -NadH zugegeben —> 
Abb. 2. 

Gebundene Alkalimenge als Funktion der Gesamtnormalitét an Alkali. (2,28 Serumalbumin.) 
I. primiir gebundene Menge. 

Il. sekundir gebundene Menge. 
III. totale gebundene Menge. 





Wir vergewisserten uns vorher noch, dai die maximal von 1 g 
EiweiB gebundene Menge von der EiweiBkonzentration unabhangig 
ist. Tabelle ] zeigt zwei parallele MeBreihen der Basenbindung von 
Serumalbumin bei zwei verschiedenen Eiweibkonzentrationen, Ta- 
belle II drei solehe MeBreihen bei Serumglobulin. Man sieht, daS in 
der Tat die Bindungskapazitat von | g EiweiB konzentrationsunabhangig 
ist. — Fir die Séurebindung fanden wir das gleiche Resultat. 


Tabelle I. 
Alkalibindung von Serumalbumin bei verschiedenen Eiweil - 
konzentrationen. 





2,0 8/9 Albumin 1°%5 Albumin 
y Von 1g Albumin Von lg Albumin 
Nou PH "OH geb. gobunden Non PH "OH geb. gebanden 
0.10 12,53 0,043 0,002 15 0,95 1224 0,0205 0,002 05 
015 12,785 0,043 0,002 15 0,075 12.50 0,0215 0.002 15 


Tabelle LI. 
Alkalibindung von Serumglobulin bei verschiedener Eiweib- 
konzentration. 








1,125 Globulin ] 2,25 9/9 Globulin 3,375 ©, Globulin 
Ny : 
senate PH “geb. N PH “geb. N PH “geb. 
0.0091 9,79 60,0090 0.0182 9,76 O,O181 0.9273 9.74 0.0272 
0.0175 11,21 09,0150 0,035 11,382 0,032 0.0525 11.47 0.0480 
0.0325 11,77 0.0232 0,065 12,02 0.0485 00,0975 12,20 0,0713 
0.9525 12.25 0,02389 0.105 1259 0.0515 0.1575 12.70 0.0714 





G. Ettisch u. G. V. Schulz: 


6) Berechnung der Gleichgewichtskonstanten. 

Zum besseren Verstaindnis dieses Abschnitts sei vorausgeschickt, 
daB die eigentliche Schwierigkeit der folgenden Berechnungen — wes 
wegen sie wohl auch bisher noch nicht ausgefiihrt worden sind — dari) 
liegt, da& mehrere Arten von bindenden Gruppen mit verschiedene:, 
Dissoziationskonstanten die Bindung besorgen. Es zeigt sich aber, dais 
im ganzen Bereich von pu 1,2 bis pu 12,8 nicht mehr als fiinf Arte: 
bindender Gruppen mit je einer charakteristischen Dissoziation- 
konstante vorkommen. 

Das Bjerrumsche Gleichgewicht zwischen Ampholyt und Hydroxy|- 
ionen ist, wie schon gesagt, durch die Gleichung 


[R—NHj][OH’] _ 


c 10) 
(R—NH,] Ky - 


bestimmt. Hierin ist [R—NH3] die Konzentration an nicht ab- 
gesittigten basischen Valenzen. Diese ist gleich der maximal gebundenen 
Hydroxylionenmenge: p37 max, Vermindert um die jeweilig gebundenc 
Hydroxylionenmenge : 1 gep, — [OH’] ist die Gleichgewichtskonzen- 
tration der Hydroxylionen oder wohl korrekter die Gleichgewichts- 
aktivitat agy1. — [R—NH,] ist die Konzentration der abgesittigten 
basischen Gruppen, also gleich der Konzentration der gebundenen 
OH’-Ionen: oy gen. Wir schreiben daher die Gleichgewichts- 
bedingung (4) in der Form 


/ 
OH’ _— Non’ ged.) Gon > 
max ge a K .. (11) 
NOH’ geb. 


Tabelle III zeigt, daB man einen Teil der Basenbindung des Albu- 
mins durch Gleichung (11) wiedergeben kann, wenn man annimmt, 
daB ‘oy max. = 0,047 ist. (Dieser Wert ist etwas héher als der héchste 
gemessene Wert, da er ja nur asymptotisch erreicht werden kann.) 


1 DaB wir fiir die OH’-lonen die Aktivitat der Konzentration vor- 
ziehen, wahrend wir bei den Proteinionen mit der Konzentration arbeiten, 
kann durch folgende Griinde gestiitzt werden: 1. In den Konzentrations- 
gebieten, wo die Aktivitat der OH’-Ionen von deren Konzentration merklich 
abweicht, also bei hohen Alkalikonzentrationen, befinden sich diese den 
Proteinionen gegeniiber im UberschuB, eine falsche Einschatzung von ihnen 
macht sich daher starker bemerkbar als eine solche der Proteinionen, 2. die 
Aktivitat ist bei umseren Messungen gegeniiber der Konzentration die ur- 
spriingliche GréBe, denn aus dem gemessenen py kann ja nur die Aktivitat 
unmittelbar berechnet werden, 3. bei dieser Art der Rechnung kommen 
— wie aus dem folgenden hervorgeht — die Gleichgewichtsbedingungen 
und die durch sie bestimmten Konstanten sehr befriedigend heraus, was 
als eine gewissermaBen nachtragliche Bestatigung aufgefaBt werden kann. - 
Fiir die H-Ionen gilt das gleiche. 
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A, ist im Bereich von etwa pu 11,5 bis py 12,8 konstant, sinkt aber 
bei kleineren pu-Werten betrachtlich ab. Es wird bei diesen also mehr 
gebunden, als auf Grund von Gleichung (11) zu erwarten wire. 


Tabelle III. 
Versuch zur Berechnung von Az (Albumin) nach Gleichung (11); 
70H’ max. 0.047. 





NOH’ ged. oH’ “OH' max — “OH' geb (K,) PH 


0,003 5 15 .10-7 0,0435 19.10 7,0 

0,005 5,95. 10-7 0,042 5 .10-5 7.6 

0,008 91 0,000 087 0,0381 0,000 372 9,77 
0,013 3 0,000 206 0,0339 0,000 53 10,14 
0,016 8 0,001 99 0.0302 0,002 45 10,89 
0,020 3 0,002 54 0,0267 0,003 33 11,23 
0,023 8 0,005 95 0,0232 0,005 8 11,60 
0,026 8 0,006 52 0,0202 0,004 9 11,64 
0,035 0 0,018 8 0,0120 0,006 4 12,10 
0,039 5 0,032 7 0,0075 0,006 2 12.34 
0,042 5 0,055 6 0,0045 0,005 8 12,57 
0,044 0,094 3 0.0930 0,006 4 12,8 


Das 1aBt sich am einfachsten dadurch erkliren, daB von px 11,5 
ab abwarts eine weitere Gruppe Alkali bindet. Ist dieses aber der 
Fall, dann kénnen wir das Gleichgewicht nur berechnen, wenn wir 
Gleichung (11) auf die beiden Arten bindender Gruppen einzeln an- 
wenden. 

Im allgemeinsten Fall, daB viele Arten bindender Gruppen vor- 
liegen, tritt statt Gleichung (11) ein System von Gleichungen auf. 
Die gesamte maximal gebundene Menge setzt sich zusammen aus den 
maximal gebundenen Mengen der einzelnen Gruppenarten: 


— ! 1 Ww . 1 (n) 
NOH’ max. = "OH' max. 7 OH’ max. 7 *°* 7 MOH’ max. 


‘=n 
—} (r) 
= S NOH’ max.> 
va 3 


(12) 


wobei der Index I zu der Gruppe mit der kleinsten Dissoziations- 
konstante gehéren mége usw. Gleichung (11) zerfallt dann in die 
Gleichungen 


1 1 
(NOH max. — OH’ geb.) GOH" r| 
= Ky 


(13a) 


i] 
NOH’ geb. 


TT " 
(n , ,—n veh.) & ’ . \ 
OH’ max. OH geb.) 40H res Ki (13b) 


ni 
NOH’ geb. 
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usw., von denen es so viele gibt, wie Arten bindender Gruppen iin 
System vorliegen. 


Ware die Anzahl der Gruppenarten sehr groB so daB viel 
dicht beieinanderliegende Dissoziationskonstanten K},, A}, usw. auftretes 
wiirden —, so ware es wohl kaum méglich, eine saubere rechneriscl« 
Trennung aller dieser Gruppenarten durchzufiihren. Diese Trennunyg 
ist aber relativ einfach, wenn nur wenige Arten von Gruppen vorhanden 
sind, und wenn deren Dissoziationskonstanten weit genug auseinander- 
liegen. 


Wir wollen daher die Berechnung des Gleichgewichts fiir das 
Albumin noch einmal versuchen unter der Annahme, da das Albumin 
mit zwei verschiedenen Arten basischer Gruppen das Alkali bindet. 
und daB die Dissoziationskonstanten dieser beiden Arten von Gruppen, 
K', und K},, weit ausecinanderliegen. Dann fangen namlich die Gruppen 
mit der gréBeren Konstante erst dann zu binden an, wenn die Gruppen 
mit der kleineren Konstante (K},) bereits vollstandig abgesittigt sind 
(s. hierzu auch die Ausfithrungen am Ende dieses Abschnitts). WiiBten 
wir die Konzentration dieser ,,niederen’* Gruppen (n)) 7) max.)s 80 Waren 
die in Gleichung (13b) vorkommenden GréBen 25 jy max, UNA NH HY gor 
leicht zu erhalten, denn dann ist 


ul ' 
NOH' max. = OH’ max. — “OH' max. (14x 
" 1 
NOH’ geb. = "OH' geb. — “OH max. (14h 


Um 5° max. ZU erhalten, gehen wir von dem Gesichtspunkt aus, dai 
diese so gewahlt werden muB, daB in der aus den Gleichungen (13)b), 
(14a) und (14b) resultierenden Gleichung 


(NOW max. — "OH’ geb.) 40H’ > pa 
max. — NOH’ geb.) GOH’ __ eu (15) 


i 
NOH’ geb. — “OH’ max. 


K', konstant sein muB. Das erreicht man leicht durch systematisches 
Probieren, vorausgesetzt, daB das Massenwirkungsgesetz in der an- 
genommenen Form im vorliegenden System iiberhaupt giiltig ist. 


s vase atw . 1.) g achs I 

Das geschah etwa folgendermaBen: Man setzt zunachst "5 max. = 0"! 
und berechnet A} nach Gleichung (15) aus den gemessenen Werten. Es 
P . a ° a ft rir: ‘ - ada ret I — . 
ergibt sich hierbei fiir A}, ein Gang. Darauf setzt man fiir "5 ys max, = 0-02 
Hierbei ergibt sich fiir AZ ein Gang in der entgegengesetzten Richtung. 
OH’ max. MuB also zwischen den beiden Werten liegen, usw. Bei einem 
max. (In unserem Falle 0,0135) ergibt sich dann 
Konstanz der K},-Werte. Die Giite der Lésung ersieht man dann aus dem 
Grad der Ubereinstimmung von kK}, fiir die verschiedenen Einzelwerte 
(Tabelle [Va). 


bestimmten Wert fiir hy 
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Tabelle 1Va. 
Berechnung von AK} fiir Albumin (2°,) nach Gleichung (15). 


eat )- . | -" « 
NOH’ max. 00,0185 0; OH max. 0,034 n. 





| il i "it 
"OH' geb. 40H’ “OH' max OH’ geb. Kk}; Pu 


0,0033 0,001 99 0.0307 0,0106 10,89 
0,0068 0,002 54 0,0282 0,0105 11,23 
0,0098 0,005 95 0,0242 0,0149 11,60 
0,0133 0,006 52 0,0207 0,0101 11,64 
0,0215 0,018 8 0,0125 0,0109 12,10 
0,0260 0,032 7 0,0080 -0,0100 12,34 
0.0290 0,055 6 0,0050 0,0096 12,57 
0,0305 0,094 3 0.0935 0,0108 12,80 


Ky}, im Mittel: 9,0109 


Tabelle lV zeigt, daB man auf diese Weise einen betrachtlich 
gréBeren Bereich beherrscht. Es ergibt sich, wie man aus ihr ersieht, 
daB eine 2°%ige Albuminlésung 0,034 Aqu. basische Gruppen mit der 
Dissoziationskonstante K}, = 0,0109 = 10~1"6 enthalt. 


AuBerdem sind in dieser Lésung, wie eben gezeigt, noch 0.0135 n 
Gruppen mit niedrigerer Dissoziationskonstante enthalten. Auch deren 
Dissoziationskonstante laBt sich ermitteln. Es ist allerdings zu ver- 
muten, da sich diese Gruppen noch einmal auf zwei Arten verteilen, 
da ein Teil von ihnen schon bei saurer Reaktion, namlich zwischen 
pu 5 und dem Neutralpunkt, bindet, waihrend ihr Hauptanteil etwa 
zwischen pu 9 und 10 bindet. Nehmen wir den Neutralpunkt als 
Grenze, so wirde auf die erstere Art etwa 0,0035 n, auf die letztere 
0,010 n entfallen. Die Dissoziationskonstante einer Gruppe ist nun 
bekanntlich gleich der Hydroxylionenaktivitat, bei der gerade die 
Halfte der vorliegenden Gruppen abgesittigt ist, also in diesem 
Falle 0,005n. Das pu, bei dem diese Menge Alkali gebunden ist, 
kann aus Tabelle IX entnommen werden. Es ist gleich 9,6, 
wo — wie man sieht — 0,0085n (die schon vorher im sauren 
Gebiet abgesattigten 0,0035n Gruppen sind natiirlich hinzuzuzihlen) 
gebunden ist. Es ist dann also 


log Ky = K,, + 9,6 = 4,225. (16) 


Mit Hilfe der so gewonnenen Daten kénnen wir jetzt die gesamte 
alkalische Titrationskurve des Albumins vollstandig beschreiben. Diese, 
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also die Gesamtnormalitat des Systems als Funktion des pu, setzt sic), 
additiv aus folgenden Anteilen zusammen: 1. die bei dem jeweiligen p, 
von den verschiedenen Gruppen gebundene Menge Alkali, 2. das im 
Gleichgewicht hiermit vorhandene freie Alkali. In Abb. 3 ist dies: 
Addition graphisch ausgefiihrt, indem wir die Bindungskurven fiir div 
einzelnen Gruppen nach den Gleichungen (13a) und (13b) mit Hilf: 
der eben gewonnenen Zahlen berechneten, in die Abbildung nebst de: 
Gleichgewichtskonzentration einzeichneten und dann alle zu jedem py 
gehérenden Ordinatenwerte addierten. Die so entstandene Kurve | 
gibt, wie man sieht, mit sehr hoher Annaherung die gemessene_ Ti- 
trationskurve wieder. 
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6 2 fin ®B 
P Abb, 3. 
Theoretische alkalische Titrationskurve des Serumalbumins mit gemessenen Punkten. 
I. Bindung der Gruppen Go. 
II. * ° - Bi. 
IT. ® * » Bu. 
IV. Konzentration der freien Hydroxylionen. 
V. Titrationskurve (Summe der Kurven I bis IV). 


Die entsprechenden Ergebnisse fiir die Sdurebindung des Serum- 
albumins ist in der Abb. 4 gegeben. Die Saurebindung wird, wie aus 
ihr hervorgeht, von zwei Gruppen besorgt. Die untersuchte 2 °%,ige 


Lésung enthalt zwei Arten séiurebindender Gruppen, namlich 


0,017 n mit der Dissoziationskonstante K\ 0,000 158 = 10-38 
und 
0.0335 n., KY = 0.0125 10-19 
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; sich, Tabelle 1Vb. 
np; Berechnung von K\ fiir Serumalbumin (2°,,) nach Gleichung (15). 
S im 
ie 1 Ses " 335 
dies: ; MH max, = 9917 NS NE max, = 0,088) 
r di wal aoe ie = = 
Hilf "i geb. “H max. /“H" geb ay: ky 


t der 


n pr 0.0077 0,004 17 0,0255 0.013 


0,0087 0,005 12 0,0248 0,015 
0,0113 0,007 75 0.0222 0,015 
0,0208 0,017 2 0.0127 0,011 
0,0229 0,019 1 0.0106 0,009 
0,0243 0,035 1 0,0082 0,012 
0,0243 0,038 9 0,0082 0,013 
0,0264 0,053 7 0,007 1 0,014 
0,0279 0,056 2 0.0056 0.011 


Mittlerer Wert von AU: 0,0125 


ve V 
> Ti- 


Die Werte fiir die saure Dissoziationskonstante des Albumins (Ta- 
belle IV b) schwanken starker als die fiir die basische Konstante (Tabelle [V a). 
Das liegt daran, da’ merkwiirdigerweise die Messungen mit der Wasser- 
stoffelektrode in sauren Lésungen nicht so gut reproduzierbar waren wie 
in alkalischen Lésungen, und dab die Konstante AY gegen Fehler im ge- 
messenen px sehr empfindlich ist. Der Vergleich der theoretischen und 
der gemessenen Kurve in Abb. 4 zeigt indessen, daB die Abweichungen 
nicht sehr bedeutend sind. 





Abb. 4. 


Theoretische saure Titrations- 
kurve des Serumalbumins mit 
gemessenen Punkten. 

1. Bindung der Gruppen Sj. 
Il. a Pa ms sil, 
Ill. Konzentration der freien 

Wasserstoffionen. 
IV. Titrationskurve (Summe der 
Kurven I bis II]). 





2 Pty 7 


Die Ubereinstimmung von Rechnung und Messung ist jedenfalls 
in den beiden eben behandelten Fallen so groB, da man die 


Giiltigkeit des Massenwirkungsgesetzes bei der Saiure- und Basenbindung 


des Albumins fiir bewiesen ansehen kann. 
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Bedenkt man, dab eine einfache Diaminosaéure bereits tiber drei Disso 
ziationskonstanten verfiigt, so ist die Zahl von fiinf Dissoziationskonstanten 
fiir eine so komplizierte Verbindung wie ein Protein auffallend gering, be 
sonders wenn man beriicksichtigt, daB man mit ihnen einen Konzentrations 
bereich von zw6lt GréBenordnungen beherrscht. — Aus folgendem Grunde 
ist iibrigens zu erwarten, daB die Bindung der H’- und OH’-lonen von 
im ganzen mindestens fiinf verschiedenen Arten von Gruppen besorgt 
wird. Der Ubergang einer Gruppe vom dissoziierten in den undissoziierten 
Zustand spielt sich auf Grund des Massenwirkungsgesetzes bis auf einen 
Betrag von etwa 1°, (s. auch Abschnitt VII) innerhalb eines Bereiches 
von 2 bis 3 py-Einheiten ab. Wir finden aber fast im gesamten py-Bereich 
von 1,2 bis 12,8 Bindung von H’- bzw. OH’-Ionen. Hieraus ist zu schlieBen, 
daB etwa fiinf Arten bindender Gruppen vorhanden sein miissen, wenn 
keine Uberschneidung der bindenden Bereiche der Gruppen vorkommt. 
Wie schon Weber! ausfiihrte, hat es deshalb auch keinen konkreten Inhalt, 
eine ,,mittlere Dissoziationskonstante*‘ auszurechnen, wie es gelegentlich 
versucht wurde. Abgesehen davon, daB diese ,,Konstante’ nicht konstant 
ist, wie die Experimente zeigen, ist der Wirkungsbereich einer einzigen 
Konstante grundsatzlich zu eng, um den Bindungsvorgang bei Proteinen 
zu beschreiben. In unserem Falle wurde also nicht, wie Kruyt? den Ver- 
tretern der Elektrolytauffassung vorwirft, ,,.nur ein bestimmter Teil” 
der ermittelten Zahlen ,,fiir die Berechnung ausgewahlt**. Damit ent- 
fallen aber andererseits auch alle jJene Folgerungen, die dieser Forscher 
aus seiner an sich berechtigten Kritik zugunsten desjenigen Standpunktes 
zieht, der der kolloidchemische genannt werden kann. 


Eine entsprechende Rechnung wurde fiir die Basenbindung des Serum- 


globulins vorgenommen. Wie schon im zweiten Abschnitt bemerkt, sind 
hier die Verhaltnisse, wenn man die Seren verschiedener Tiere benutzt, 
nicht so gut reproduzierbar wie beim Albumin. Wir haben aber aus 
den oben dargelegten Griinden auch hier eine aus mehreren Einzel- 
reihen zusammengesetzte MeBreihe der Berechnung zugrundegelegt. 
Auf diese Weise kommt ein deutlicher Unterschied des Globulins vom 
Albumin zum Vorschein, der wohl auBerhalb der Fehlergrenze liegt. 
Globulin enthalt hiernach in 2,25°,iger Lésung an basenbindenden 
Gruppen: 

0,005 n mit der Dissoziationskonstante AK}, = etwa 10~—8 

0.0I8n .. ., i Kh, = 0,0000125 10— 4,82 

0305n . es KR = 0,003 16 10— 2,5 

Entsprechend den oben in den Gleichungen (5) und (6) im Abschnitt | 
dargelegten Beziehungen zwischen Dissoziationskonstante und Puffer- 
maximum kann man nunmehr aus den ermittelten Gleichgewichtskonstanten 
jene Maxima angeben. Danach liegen fiir Albumin auf der sauren Seite 
Puffermaxima vor etwa bei pu 3,8 und py 1,9; auf der alkalischen 
etwa bei pu 8.0, pao 9.6 und py 11,87. Bei Globulin liegen auf der 
basischen Seite solche bei pH 8 pH 9,01 sowie pa 11,32. Die Gleich- 
gewichtskonstanten gestatten jedoch die Berechnung = noch _ einer 


! H. H. Weber, diese Zeitschr. 189, 381, 1927. 
2-H. R. Kruyt, Kolloid.-Hefte 35, 165, 1932. 
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weiteren, wichtigen, thermodynamischen GréBe, naimlich die der Jeweiligen 
\ffinitatskonstanten 4. Diese ist ein MaB fiir die freie Energie der Bindung 
O 
les H-lons an die - bzw. NH,-Gruppe und = steht) mit der 
SO 
Dissoziationskonstanten in Beziehung durch die (Heichung 


a= —RTIink. (17) 


Man erkennt aus Tabelle V recht deutlich folgendes: Geht man vom iso- 
elektrischen Punkt durch Zugabe einer geringen Menge H’- oder OH’-lonen 
nach der sauren oder alkalischen Seite, so werden stets zuerst diejenigen 
Oo 
C bzw. —NH,-Gruppen abgesittigt, die die grote freie Energie 
O 
dieses Vorgangs liefern, d.h. die mit der niedriysten Dissoziations- 
konstanten. 
Tabelle V. 
Dissoziationskonstanten und Affinitatskonstanten des Serum- 
albumins und (z. T.) Serumglobulins. 





Dissoziationskonstanten Affinitatskonstanten 
A. Fir Albumin. 
ad Au 268.3 Cal. 
i aaa Al 5791, 
Loe” A®, $21.4 


’ 


mr = 10°** 520,1 


m= All 260,11 


B. Fir Globulin. 
i= A}, 800,0 Cal. 
Looe A}, 659.86 
) Ee AY 342.25 , 


V. Isoelektrischer Punkt und Ladungszustand des Serumalbuimins. 

In Tabelle VI sind die verschiedenen bindenden Gruppen des Albu- 
mins nebst ihren Dissoziationskonstanten und ihrer in 1 g EiweifS§ ent- 
haltenen Menge zusammengestellt. Die sauren Gruppen sind mit 
S,.S,,... bezeichnet, die basischen Gruppen mit B,, B,, ..., wobei 
die Gruppe mit der gréBeren Dissoziationskonstante jeweils den héheren 
Index hat. Mit G, ist die in geringer Menge vorhandene Gruppe be- 
zeichnet, die zwischen dem py der reinen Lésung und dem Neutral- 
punkt bindet. Ob sie sauren oder basischen Charakter hat, ist nicht 
ohne weiteres zu entscheiden. Nimmt man an, sie sei sauer, so mul 
sie etwa die Dissoziationskonstante Ky 10-® haben. Ist sie dagegen 
basisch, so ware ihre Dissoziationskonstante ungefahr Aj, — 10°. 
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Tabelle VL. 


Zusammenstellung der in 1g Serumalbumin enthaltenen saure: 
und basischen Gruppen. 





Menge Puffermaxima 


Gruppe der Gruppe Dissoziationskonstante bei dem py 


1,7 Milliaquiv. KY, — 107% 11,87 


0,5 L210 9.6 


0,175 ky, = 107° oder Kg 
085 , he 


Su 1,68 : Ki" = 10 1,9 


Nachdem wir jetzt die Elektrolyteigenschaften der verschiedenen 
Gruppen kennen, ist es méglich, iiber den isoelektrischen Punkt und 
den Ladungszustand des Albuminmolekiils genauere Aussagen zu 
machen. Bei Aminosiuren ist bekanntlich der I. P. schon allein durch 
die basische und die saure Dissoziationskonstante gegeben. Wendet 
man eine urspriinglich von Michaelis gegebene Formel sinngemaB aut 

sjerrumsche Zwitterionen an, so ergibt sich fiir die Wasserstoffionen- 
aktivitét am I. P. 


Kx , 
ay: = J Kp K,,,. (1s 


Diese Gleichung ist natiirlich nur auf Substanzen anwendbar, die gleich 
viel saure und basische Gruppen mit nicht mehr als je einer Disso- 
ziationskonstante enthalten. Im Falle des Albumins haben wir aber 
fiinf Arten von Gruppen zu beriicksichtigen, deren komplizierte Mengen- 
verhaltnisse die Berechnung des I. P. zu einer scheinbar sehr schwierigen 
Aufgabe machen?. Es soll aber gezeigt werden, daB eine Abschatzung 
des I. P. auf Grund der Daten, die wir gewonnen haben, relativ ein- 
fach ist. Wir erinnern uns vorher daran, da der I. P. definitionsgemab 


' Die Schwierigkeit einer Elektrolyttheorie der EiweiBkérper beruht 
hauptséchlich auf diesem Umstand, da8 nimlich die in den Eiwei8kérpern 
enthaltenen sauren und basischen Gruppen kein einfaches st6chiometrisches 
Verhaltnis zueinander haben. Eine Theorie der Eiwei8kérper muB hiervon 
ausgehen und die Méglichkeit geben, alle Gruppen einzeln zu_ beriick- 
sichtigen. Dieses kann dadurch geschehen, daB — wie noch im Abschnitt VII 
naher ausgefiihrt wird — eine EiweiBlésung als ein Gemisch von Sauren 
und Basen aufgefaBt wird. Aus der EiweiBtheorie ergibt sich dann die 
Theorie der Aminoséuren als ein Sonderfall, der dadurch charakterisiert 
ist, daB die sauren und die basischen Gruppen im Verhaltnis 1: 1 (bzw. 1: 2) 
vorliegen. An diese Bedingung ist die Giiltigkeit der Gleichung (18) ge- 
bunden. 
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das pu ist, bei dem jedes Molekiil im Mittel gleich viel dissoziierte 
saure und basische Gruppen tragt. Je nachdem, ob die zwischen 
pu 5 und 7 bindende Gruppe Gp sauer oder basisch ist, fiihrt die 
Rechnung zu einem anderen Resultat. 

a) Angenommen die Gruppe Gy set saver. Dann kann man eine 
Albuminlésung auffassen als ein Gemisch (s. dariiber weiter unten im 
Abschnitt VII) aus 


1. dem Salz einer starken Saure S,, mit einer starken Base B..» 


2. dem Salz einer schwachen Saure S, mit einer schwachen Base Bb, 


3. zweier schwacher Saiuren Gy und dem kleinen CherschuB von 8, . 


Es ergibt sich zunachst, daB der J. P. wegen des Cherschusses an 
sauren Gruppen im sauren Gebiet liegen muB, und zwar so weit, dai 
die Dissoziation von so viel sauren Gruppen zuriickgedrangt wird, dal 
im ganzen gleich viel saure und basische Gruppen dissoziiert sind. Die 
basischen Gruppen sind nun, wie eine einfache Rechnung (s. auch Abb. 4 
und 6) zeigt, schon bei etwa neutraler Reaktion vollstindig dissoziiert. 
Es miissen also so viel saure Gruppen entdissoziiert werden, wie deren 
UberschuB iiber die basischen Gruppen betragt. Dieser CberschuB 
ist nach Tabelle VI etwa 0,5 Milliaquiv. Es fragt sich nun, welche der 
drei sauren Gruppen zurickgedrangt wird. Die Gruppen S| kommen 
hierfiir nicht in Betracht, denn sie sind wegen ihrer hohen Konstante 
schon bei schwach saurer Reaktion (px — 4) vollstandig dissoziiert 
(s. Abb. 4 und 6). Dagegen sind die Gruppen G, bei schwach saurer 
Reaktion (pu -— 5) fast vollstandig entdissoziiert. Thre Zuriickdrangung 
reicht aber nicht aus, da ihre Anzahl nur 0,175 Milliaquiv. betragt. Es 
miissen also noch 0,325 Milliaquiv. der Gruppen S, zurtickgedrangt 
werden. Aus den Zahlen der Tabelle IX ergibt sich, daB dieses bei 
der Wasserstoffionenaktivitat aj. — 9,5.10-° der Fall ist. Hier, bei 
pu — 4,02, lage also der I. P. des Albumins. Tiselius' fand neuerdings 
durch kataphoretische Messung fiir den I. P. 4,88. Eine altere Messung 
von Michaelis? ergab 4,7. Genau denselben Wert fanden mit einer 
ganz andersartigen Methode Eftisch, Domontowitsch und v. Mutzen- 
becher?, Die Ubereinstimmung zwischen unserer Rechnung und diesen 
Messungen ist also, wie man sieht, sehr schlecht. 

b) Nehmen wir an, daB die Gruppe G@, basisch ist, so kann die 
Albuminlésung als ein Gemisch von folgender Art aufgefaBt werden: 
1. dem Salz einer starken Saéure S,, mit einer starken Base B,,, 2. dem 


1 Tiselius, Nov. Acta Reg. Soc. Sci. Upsala 1930. 

2 Michaelis, 1. ¢. 

3 Ettisch, Domontowitsch u. v. Mutzenbecher, Naturwissensch. 1S, 447, 
1930. 
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Salz einer schwachen Séure S, mit einer schwachen Base B,, 3. dem 

Salz der schwachen Saure S, mit der noch schwacheren Base @,, 4. dem 
. s te ’ 

kleinen UberschuB der schwachen Saure S\. 


Auch bei dieser Zusammensetzung muB der J. P. im sauren Gebiet 
liegen. Der UberschuB der sauren Gruppen iiber die alkalischen betragt 
hierbei 0,15 Milliaquiv. Eine Rechnung, die der unter a) durch- 
gefiihrten ahnlich ist, zeigt, daB der 1. P. bei dieser Annahme beim 
pu 4,5 liegt. Das stimmt schon besser mit den kataphoretischen 
Bestimmungen tiberein, ist allerdings noch nicht voéllig befriedigend. 


Das laBt darauf schlieBen, daB der aus unseren Rechnungen resul- 
tierende Cberschu8 von sauren Gruppen gréBer ist, als es der Wirklichkeit 
entspricht. Das kénnte z. B. daran liegen, daB wir noch nicht alle 
basischen Gruppen erfaBt haben. Dies ist nun in der Tat nicht un- 
wahrscheinlich. Unsere Messungen gehen nur bis pu 12,8 hinauf, da 
die Kurven oberhalb dieses Wertes kein einfach interpretierbares Bild 
mehr ergeben. Die Dissoziationskonstante des Arginins (das im Albumin 
auf Grund der organischen Analysen enthalten ist) ist aber so grob, 
daB dieses erst oberhalb von pu 13 merklich binden kann (K, > 1 
[n. Bjerrum]). Es ist also sehr wahrscheinlich, da auBer den von 
uns erfabten fiinf Gruppen noch eine sechste Gruppe, die oberhalb 
pu 13 bindet, vorkommt. Solange diese nicht erfaBt ist, ist der I. P. 
nicht genau zu berechnen. Wir haben trotzdem die vorangegangenen 
Rechnungen gebracht, um ein Beispiel dafiir zu geben, wie auf 
Grund der Zwitterionentheorie der I. P. zustandekommt. 


VI. Uber die chemische Natur der bindenden Gruppen. 


Die Dissoziationskonstante einer Verbindung ist im allgemeinen 
eine so charakteristische Zahl, daB es bis zu einem gewissen Grade 
moglich sein sollte, die von uns aufgefundenen sauren und basischen 
Gruppen auf Grund ihrer Dissoziationskonstanten chemisch zu identi- 
fizieren!. 

Es zeigt sich, daB die Dissoziationskonstante der staérkeren basischen 
Gruppe (Kj, = 10~'*) der ersten Dissoziationskonstante des Lysins 
sehr nahekommt. Diese gehért zur e-Aminogruppe des Lysins (10—'’). 
Man kann hieraus schlieBen, daB das im Albumin enthaltene Lysin mit 
der x-Aminogruppe in das Proteinmolekiil eingebaut ist und mit der 
endstandigen Aminogruppe OH’-Ionen binden kann. Da8 die Basen- 
bindung hauptsichlich durch das Lysin zustandekommt, steht auch 
gut mit den Erfahrungen der organischen Analyse in Einklang. 


! Siehe hierzu die Werte der Dissoziationskonstanten nach N. Bjerrum, 
l.c. 
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Die Dissoziationskonstante der stirkeren sauren Gruppe (A 
10-1") ist nahezu gleich der ersten Dissoziationskonstante der 
Asparagin- bzw. Glutaminsiure (107'"). Es fallt hierbei allerdings auf, 
daB diese Konstante nicht zu der endstandigen, sondern zu der x-Carb- 
oxylgruppe gehért. Hieraus ware zu schlieBen, daB diese Dicarbonsaiuren 
mit der endstandigen Carboxylgruppe in die Peptidketten eingebaut 
sind. Die organische Chemie scheint in diesem Punkt noch nicht tbe 
genauere Erfahrungen zu_ verfiigen. 
Die schwichere basische Gruppe (K}, = 107*?) stimmt zwar 
auffallend gut mit Leucin itiberein, es ist aber nicht zu erwarten, dah 
in unseren EiweiBlésungen freies Leucin vorkommt. Mit den freien 


Aminogruppen von endstandigen in Polypeptide (10~°"*) eingebauten 
oS x £ 


Aminosiuren besteht aber keine Ubereinstimmung. Die Frage nach 
der chemischen Natur dieser Gruppe mu daher vorliufig offen- 
gelassen werden. 

Die schwachere saure Gruppe (K\ 10 
wie die freien Carboxylgruppen von Polypeptiden (107%). Sie ist es, 
die beim Chergang des Albuminmolekiils zu vollstaindiger Dissoziation 
(pu 5,5 bis 6,5) das H’-Ion abgibt (s. weiter unten). 

Nimmt man an, die Gruppe @, sei basisch (K}, — 107%), so kime 


38) dissoziiert ahnlich 


sie dem Histidin sehr nahe. 

Bedenkt man, wie auBerordentlich stark die Dissoziationskon 
stanten saurer und basischer Gruppen von deren Umgebung im Molekil 
abhaingen, und wie eng in einem Eiweibmolekiil die verschieden- 
artigsten chemischen Gruppen mit ihren vorlaiufig noch ganz uniiber- 
sichtlichen gegenseitigen Beeinflussungen zusammenhangen, dann wird 

. 7 . . r . o. 
man die Ubereinstimmung der Konstanten von Aminosiuren und 
EiweiBk6rpern schon als recht befriedigend ansehen kénnen. Genaueres 
wird man erst dann aussagen kénnen, wenn ein gréBeres Material tiber 
die Dissoziationskonstanten der Eiweibkérper vorliegt. 

Es sei schlieBlich noch auf einen Versuch eingegangen, der nach der 
Ansicht einiger Autoren beweist', dai die Saéurebindung durch Amino- 
gruppen besorgt wiirde. Er besteht darin, dafi man die freien Amino- 
gruppen eines EiweiBkoérpers durch Behandlung mit salpetriger Saure in 
alkoholische Hydroxylgruppen tiberfiihrt und darauf die Saurebindung des 
so erhaltenen Desaminoproteins miBt. Es stellte sich hierbei regelmabig 
heraus, daB die Saéurebindungskapazitaét um einen Betrag herabgesetzt 
war, der der Menge der zerstérten Aminogruppen gleich war. Will man 
aber hieraus schlieBen, daB die Aminogruppen Siure binden, so beriick- 
sichtigt man nicht geniigend, daB die salpetrige Saure selbst eine Saure 
ist, und daB daher bei der Desamidierung durch sie gleichzeitig saure- 
bindende Gruppen abgesittigt werden, und zwar wnabhdngig von dem 


1 Blasel u. Matula, diese Zeitschr. 58. 417, 1913; Hitehkock, J. gen. 
Physiol. 6, 95, 1923. 
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Schema, das man der Saéurebindung zugrunde legt. Nach der alteren Auf- 
fassung spielt sich die Reaktion folgendermaBen ab: 


, COOH . COOH = 
—> R<OnOF +N, + HO, (19) 
dagegen nach der Zwitterionentheorie 
CoO’, COOH : ‘ 
Roy: + yo; —_ Reon +N, + H,0. (20) 


Wie man sieht, wird in beiden Fallen ein Wasserstoffion pro zersetzte 
Aminogruppe gebunden, also eine saéurebindende Gruppe abgesattigt. 
Dieser Vorgang kann auch durch Dialyse nicht wieder riickgangig gemacht 
werden, denn das wiirde darauf hinauskommen, daB man das Séureanion 
OH—R—COO’ von seinem Kation H’ trennt, was natiirlich unmdglich 
ist. Der Desaminierungsversuch kann also nicht zwischen der alteren 
Auffassung und der Zwitterionentheorie entscheiden. 


VII. Folgerungen fiir den Bau der Eiwei8molekiile. 

Da das Molekulargewicht der Proteine nach den Arbeiten von 
Soerensen' und Svedberg gut bekannt ist, kann man aus den Zahlen 
der Tabelle VI ausrechnen, wieviel einzelne Elektrolytgruppen von den 
oben beschriebenen Arten in einem einzelnen Proteinmolekiil enthalten 
sind. Das Molekulargewicht des Serumalbumins ist nach Svedberg und 
Sjégren” 67500, das des Serumglobulins 1038003. In Tabelle VII sind 
diese Werte angegeben. Man sieht, daB viele Hundert solcher Gruppen 
in einem einzelnen Molekil vorhanden sind. 


Tabelle VII. 


Anzahl saurer und basischer Gruppen in einem Proteinmolekiil. 





Anzahl Anzahl 


Gruppe im Albuminmolekiil im Globulinmolekiil 
Go 12 23 
B 34 83 
By 115 145 
Sy 114 _ 


Im vorangegangenen haben wir eine EiweiBlésung so behandelt, 
als ob sie ein Gemisch niedermolekularer Salze und Sauren bzw. Basen 


1S. P. L. Soerensen, Proteins. The Fleischmann Laboratories. New 
York 1925. 


> 


2 Svedberg u. Sjégren, J. Am. chem. Soc. 50, 3318, 1928. 

3 Nach neueren Untersuchungen von v. Mutzenbecher u. Svedberq 
(Naturw. 21, 331, 1933) ist das MG. des Globulins wahrscheinlich 140000. 
Die Zahlen der Tabelle VII wiirden sich daher um einen entsprechenden 
Prozentsatz erhéhen. 
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sei. Dies mag vielleicht zunachst befremdlich erscheinen, da es ja 
andererseits sicher ist, daB die verschiedenen im Eiwei8 vorhandenen 
sauren und basischen Gruppen voneinander nicht kinetisch unabhangig 
sind, wie es in einem Gemisch der eben angedeuteten Art der Fall sein 
sollte. Die Rechtfertigung dieser Methode kann letzten Endes nur 
gegeben werden, indem man zeigt, daB sie mit den experimentellen 
Befunden in Einklang steht. Dies trifft nun, wie die vorangegangenen 
Abschnitte (und besonders die Chereinstimmung der Konstanten bei 
EKiweiBkérpern und Aminosiuren) zeigen, in erster Anniherung sicher 
zu. Die gegenseitige kinetische Abhaingigkeit der sauren und basischen 
Gruppen im EiweifSmolekiil driickt sich also nicht in ihrem Elektrolyt- 
verhalten, soweit es sich um die Einstellung von Ionengleichgewichten 
handelt, aus. 


Dieser Befund dirfte von EinfluB auf die Vorstellungen sein, die 
man sich iiber die Gestalt der in Lésungen vorliegenden Eiweifmolekiile 
zu machen hat. Man stellt sich vielfach ein geléstes EiweiBSmolekiil 
als eine starre und kompakte Kugel vor, auf deren Oberfliche sich die 
sauren und basischen Ionen befinden. Ein solches Bild des Eiweil- 
molekiils lieBe sich aber nur schwer mit unseren obigen Befunden ver- 
einen. Auf einer starren Oberflaiche wiirden naimlich die Ladungen so 
dicht liegen, daB eine starke gegenseitige Beeinflussung zustande- 
kommen miiBte, die die Reaktionsart der Gruppen oder zumindest 
ihre Konstanten bedeutend gegeniiber Aminosiuren verandern wiirde. 
Der Radius eines kompakten Albuminmolekiils wire (bei einem spezi- 
fischen Gewicht von 1,4 und einem Molekulargewicht von 65000) etwa 
25 bis 30 A, die Oberfliche demgemaif’ etwa LO000 (A)*. Da auf dieser 
Flache 330 Ionen sitzen (Tabelle VII), beansprucht also ein Ion einen 
Platz von 30 A?: die mittlere Entfernung der Ionen in dieser Flache 
wire dann 5,5 A. Diese Entfernung ist auBerordentlich gering, sie 
entspricht etwa der mittleren Entfernung der Ionen in einer 5 bis 
10 n Lésung. Auf solch eine geringe Entfernung beeinflussen sich aber 
TIonen bereits so stark, daB man nicht mehr die einfachen Gesetzmabig- 
keiten erwarten kann, die in den vorangegangenen Abschnitten mit- 
geteilt wurden. Dies laBt darauf schlieBen, daB die Vorstellung von 
der starren Kugelgestalt der EiweiBmolekiile nicht der Wirklichkeit 
entspricht. 

Im Zusammenhang mit der eben besprochenen Auftassung von der 
Gestalt der Proteinmolekiile steht die vielfach vertretene Annahme. dab 
die Saure- und Basenbindung der Proteine durch Adsorption von H’- bzw. 
OH’-Ionen zustande kame. Ware dies der Fall, so ware zu erwarten, dali 
die H’- bzw. OH’-Tonenbindung der Frewndlichschen Adsorptionsisot herme 
gehorcht. Diese lautet in logarithmischer Form fiir die OH’-lonenbindung 


log (NOH’ geb. ) Pu. konst., (21) 
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d. h. im logarithmischen Netz miiBte die gebundene lonenmenge als Funktion 
der Gleichgewichtskonzentration eine Gerade ergeben. Abb. 5 zeigt, dal 
die gemessenen Werte nicht dieser Funktion gehorchen. 

Diese Befunde deuten darauf hin, daB in Proteinlésungen Ver- 
haltnisse vorliegen, die denen in verdiinnten Elektrolytlésungen ahn- 
licher sind, als es das starre Kugelmodell erwarten laBt. Nun sind wit 
auf Grund anderer Messungen schon friither zu der Auffassung ge- 
kommen!, da} Proteinmolekiile 
in Lésung einen zu starker Auf- 
lockerung faihigen Bau besitzen. 
Das Verhaltender Viskositat von 
Proteinlésungen nach Zusatz 
von Elektrolyten (Alkali und 
Neutralsalz) weist darauf hin, 
daB die einzelnen Teile eines 
Proteinmolekiils gegeneinander 
beweglich sind, was sich beson- 
ders darin auBert, daB je nach 
dem Ladungszustand des Mole- 
kiils der Gesamtraum, den es in 
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Abb. 5. 


Gebundene Menge Lauge als Funktion der Lésung beansprucht (,,blok- 
er Gleichgewichtskonzentrati ra- +g 56 . 
der Gleichgewichtskonzentration (loga- — kiert*‘) au erordentlich stark 


rithmisch). ; 
in seiner Gr6Be wechseln kann. 


Man kann ein Molekiil als ein Geriistwerk durch Seitenverbindungen 
aneinandergeketteter Hauptvalenzketten auffassen, die die ionogenen 
Gruppen tragen und Bewegungen gegeneinander ausfiihren kénnen. 
Am I. P. liegt dieses Geriistwerk in dichter Packung, zusammengehalten 
durch van der Waalssche Krafte. Erhéht man den Ladungszustand 
des Molekiils, so spreizen sich die Teile des Molekiils auseinander [wegen 
der abstoBenden Krafte der in das Molekiil eingebauten Ionen, die 
den weiter unten angegebenen LadungsiiberschuB y nach Glei- 
chung (41) ausmachen], so daB diese ionogenen Gruppen in sehr viel 
groBere Entfernung voneinander geraten, als es dem Modell der starren 
Kugel entspricht?. — Beziiglich genauerer Einzelheiten sei auf die 
Originalarbeiten verwiesen. 


Nachdem so die Berechtigung fiir die Auffassung des Eiweib- 
molekiils als eines ,,Gemisches*’ nachgewiesen ist, kann man zur Be- 
trachtung des Dissoziationsgrades der einzelnen Gruppen fiir ein be- 


! Ettisch u. G. V. Schulz, diese Zeitschr. 239, 48, 1931. 

2 Abitz, GerngroB und Herman [Zeitschr. f. physikal. Chem. (B) 19, 
371, 1930] zeigten, daB man auch auf Grund réntgenographischer Daten 
zu einem aufgelockerten Modell fiir die EiweiBteilchen kommt. 
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stimmtes pu tibergehen. Ist der Dissoziationsgrad eines bestimmten 
Saureanions 4~ und der eines bestimmten Basenkations 7°, so hat man 

"RCOO | 


Nac. | 
4 


“RN Ha 


und 


"has 
wobei n,.. die Normalitét der gesamten zugehérigen sauren Gruppe: 
Nac, treoo- + “RCOOH: (23a) 
und 5, die Normalitat der gesamten zugehérigen basischen Gruppe 
Mas. "RNH, + "RNHG (23b) 
bezeichnen. Nun ist nach den Gleichungen (3) und (4) 
"RNH, * @H" 


- "RNH, K 


Npx » , = 
RNHg B ayy B kh 


und 
- "ROOOH 
"ROOO ay: . 
Daraus wird 
l 
1+, 
und 
1 


1 ot ?, 
wenn: 


und 


Py (29) 

Nach diesen Gleichungen kann man den Dissoziationsgrad jeder 
einzelnen sauren oder basischen Gruppe als Funktion des py aus- 
rechnen, wenn ihre Dissoziationskonstante bekannt ist. 

Setzt man nun die ermittelten Gleichgewichtskonstanten in (26) 
baw. (27) ein, so findet man die / (pu)-Kurven, die Abb. 6 zeigt. Hier 
ist statt der H’-Aktivitit deren negativer Logarithmus auf der Abszisse 
aufgetragen, der Dissoziationsgrad auf der Ordinate. Man erkennt 
daraus, daB alle Gruppen bis auf die Gruppe G, im Bereich von etwa 
pu 5 bis 6,5 vollstandig dissoziiert sind!. Die Gruppe Go ist, wenn sie 
sauer ist, oberhalb von pu 5,5, wenn sie basisch ist, unterhalb von py 6,5 
volistaindig dissoziiert. Der Ladungszustand des EiweiBmolekiils ist 


1 In den Abb. 6 und 7 ist die Gruppe @ als alkalische aufgefaBt. 
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hiernach noch gréBer, als H.H. Weber! auf Grund anderer Messunge:, 
annimmt. Der Bereich maximaler Ladung ist, wie aus dem Voran 
gegangenen ohne weiteres ersichtlich, auch wieder davon abhangig 
welchen Charakter die Gruppe Gy hat. Ist sie sauer, so muB er zwischen 
pu 7 und & liegen, ist sie basisch, so fiele er in den Bereich von py 5,5 


bis 6,5. 
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Albumins 
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Abb. 6. 
Die Dissoziationsgrade der einzelnen Gruppen des Albumin- (ausgezogene Kurven) 
und Globulinmolekiils (gestrichelte Kurven). 


Weiter ist aus der Abb. 6 ersichtlich, daB der Bereich maximaler 
Ladung vom I. P. betrachtlich verschieden ist. Das kommt dadurch 
zustande, daB (wie schon im Abschnitt V gezeigt wurde) zur Erreichung 
des I. P. eine Anzahl saurer Gruppen (0,15 Milliiquivalente) ent- 
dissoziiert werden miissen. 

Zu der Abb. 6 ist schlieBlich zu bemerken, daB auch die basischen 
Dissoziationsgrade fiir Globulin mit eingetragen wurden ; diese sind die ge- 
strichelten Kurven. Es sei darauf hingewiesen, daB auf diese Weise 
die Méglichkeit gegeben ist, itiber das dissoziative Verhalten eines 
Albumin-Globulingemisches Aussagen zu machen, mit anderen Worten 
also tiber das physikalisch-chemische Verhalten des Serums bei Saure- 
bzw. Alkalizusatz. 

Bei Monoaminosduren stellt die GréBe 


(30) 
wobei n~ bzw. n* die Konzentration der dissoziierten Saéureionen bzw. 
Basenionen und m die molare Konzentration bedeuten, die ,,mittlere 


Wertigkeit’ dar. Diese GréBe gibt an, wie groB der CherschuB der 


! H.H. Weber, diese Zeitschr. 218, 1, 1931. 
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dissoziierten sauren Gruppen tiber die basischen pro Mol Aminoséure 
st. Diese GréBe kann bei Aminoséuren héchstens den Wert | annehmen, 
liegt aber meistens wesentlich darunter. 

Will man den Begriff der mittleren Wertigkeit von Aminoséuren 
auf EiweiBkérper iibertragen, so muB man zuniachst beriicksichtigen, 
daB bei Aminoséuren die Verhaltnisse insofern besonders einfach liegen, 
als hier die molare Konzentration der Aminosaure zugleich die Normalitat 
der in Lésung vorhandenen sauren und basischen Gruppen angibt. 
Daher stehen auch die GréBen Z* und /- hier in enger Beziehung zu 
der molaren Konzentration der Aminosaéure. Das ist beim EiweiB nicht 
der Fall. Wir méchten als mittlere 
Wertigkeit einer EiweiBlésung daher 
folgende GréBe einfithren!: 


(immAeg) 


l u“ m =n 


| > @ —-> a) 


u=1 v=] 


Ww 
Mpr, 


“uSm =u \ 


M ; . 
= 3 (> Qu) — > a): (31) 


u=1 v=1 


bgegebene Menge H 


=—- -——» J) 


. 
Hierin bedeutet mp,. = v die molare 


s 


Konzentration des Eiwei$kérpers, ss tones tea a 
dessen Molekulargewicht, ¢ dessen 
Konzentration in g/ Liter, aj, die 
Aktivitat der ten basischen, a,,, die 
Aktivitat der yten saurenGruppe. Der 
Wert W gibt an, wie groB der Uber- 
schuB der dissoziierten basischen tiber 
die dissoziierten sauren Gruppen in 1 
einem einzelnen EiweiBmolekiil ist. Abb. 7. 
Zur Berechnung von W als Funktion Die Sture- bzw. Basenfunktion des 

. . - : . Albuminmolekiils sowie mittlere 
des pu ist die Kenntnis der Disso- Wertigkeit in Abhingigkeit vom pyy. 
ziationskonstanten und = Massen- 
konstanten der einzelnen sauren und basischen Gruppen nétig. Anders 
als bei Aminoséuren kann diese GréBe hier wegen der groBen Menge 
ionogener Gruppen in einem Molekiil Werte von 0 bis mehrere 100 


’ 





8 


autgenommene Menge 
Do 
S 














annehmen. 

In Abb. 7 ist die W(px)-Funktion des Serumalbumins auf Grund 
der im Abschnitt IVb ermittelten Konstanten aufgetragen. Die Kurve 
hat die Form einer asymmetrischen Wendepunktsparabel. Es ist nicht 
schwer anzugeben, in welchem Falle sie symmetrisch ausfallen miibte. 


1 Linderstroem-Lang, C. ry. trav. lab. Carlsberg 15, Nr. 7, 1925. 
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Dieses miiBte naturgeméB dann geschehen, wenn sowohl die Disso 


so , . O 
ziations- als auch die Massenkonstanten beziiglich der C<o- sowi 


NH,-Gruppen nach Zahl und GréBe tibereinstimmten. Am FuBe de) 
Abb. 7 sind die Reichweiten der Dissoziationskonstanten. Man dar; 
vermuten, eine solche parabelaihnliche Kurve bei einer ganzen Reihe von 
Erscheinungen, die sich auf Vorgdnge beziehen, an denen EiweiBmolekiil: 
beteiligt sind, wieder anzutreffen. Aus Abb. 7 ist ferner ablesbar, daB im 
Bereich von 5,5 bis 6,5 das Albuminmolekiil vollstindig dissoziiert ist. 
Dieses ist vor allem gut erkenntlich aus der Liicke in der Reichweite 
der Dissoziationsgrade, die in Abb. 7 am FuBe der Parabel angezeichnet 
sind. 
Der I. P. ist dadurch charakterisiert, daB die mittlere Wertigkeit 
gleich Null wird. Also bei Monoaminoséuren 
Ap. = A+ —A- = n+ —n- — 0, (52) 


und bei Proteinen 


“—m =n 
Wie = Say -— DS GH =, (33a) 
u=1 r=1 


wofiir man bei gréBerer Verdiinnung und Abwesenheit von weiteren 
Elektrolyten auch setzen kann 


o—m =n 


Wie = DS ey —-— S = 0. (33 b) 
=] 


u=!1 v 


Gleichung (33a) ist die allgemeinste Definition des I. P., die zugleich 
fiir Proteine und Aminosauren giiltig ist. Gleichung (32) ist schon auf 
Diaminoséuren nicht mehr anwendbar, wahrend Gleichung (33) auch 
diesen Fall mit umfaBt. Unsere Ableitung des I. P. fiir das Serum- 
albumin in Abschnitt V zeigt, in welcher Weise die Bedingung (33b) 
rechnerisch auszuwerten ist. 


Fiir eine genaue Berechnung des I. P. ist (33a) heranzuziehen. Diese 
ist schwer auszuwerten, da in ihr die Aktivitaéten vorkommen, die, wie schon 
oben erwahnt, gegenwirtig nicht angegeben werden kénnen. Wahrend in 
nicht zu konzentrierten reinen Eiwei®8lésungen Gleichung (33b) in der 
Regel noch anwendbar sein wird, wird man in Lésungen, die auBer dem 
Protein und der Saéure oder der Base noch weitere Elektrolyte enthalten 
(z. B. Pufferlésungen) auf (33a) zuriickgreifen miissen. Da durchaus die 
Méglichkeit besteht, daB gewisse Elektrolyte auf die verschiedenen Gruppen 
im EiweiB eine unsymmetrische Wirkung ausiiben, laBt es (33a) verstandlich 
erscheinen, da8 durch die Einwirkung solcher Elektrolyte Verschiebungen 
des I. P. stattfinden. Es sei in diesem Zusammenhang auf Lésungen hin- 
gewiesen, die hochwertige Ionen, wie z. B. POY’ oder Th” enthalten. 

Grundsatzlich verschieden von diesen Aktivitétsbeeinflussungen des 
Ladungszustandes sind jene Fille, in denen das EiweiBmolekiil andere in 
der Lésung vorhandene Ionen komplex bindet (z. B. Cu, Ag usw.). Hierbei 
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st ein sehr viel starkerer EinfluB auf den Ladungszustand der Eiweib- 
nolekiile zu erwarten; denn diese lonen werden, besonders im Bereich 
veringer Konzentrationen, fast vollstandig komplex gebunden!, und jedes 
einzelne Ion bringt seine volle Ladung mit in das lonengeriist hinein. 

Da am I. P. jedes Molekiil (bis auf statistische Schwankungen) 
gleich viel positive und negative Ionen enthalt, sind am I. P. in der 
Umgebung des EiweiBmolekiils keine ,,Gegenionen’’ vorhanden. Das 
..Dipolgeriist’, das das EiweiBmolekiil am 1.P. ganz grob betrachtet 
darstellt, kommt durch eine Art innerer Salzbildung zustande. Daher 
existiert auch am I.P. kein elektrokinetischer Potentialsprung, und 
es findet keine Wanderung im elektrostatischen Felde statt. Das 
,.Dipolgeriist’’ kann hier nur ausgerichtet und deformiert werden. 


- 


Das kommt bekanntlich so zustande: Das Potential & eines Dipol- 
molekiils ist 


he u ‘a « 
§ , (cos x, r). (34) 
r2 
Hierbei ist “# das elektrische Moment des Dipols, d.h. 4 Ye. Die 
x-Achse des Koordinatensystems fallt dann in die Richtung des Momentes. 
cos (a2, 7) xr ist der Winkel des Dipols mit der Richtung zum Aufpunkt. 


Bildet nun das Feld € den Winkel g mit dem Dipol (gerechnet von dem 
negativen zum positiven Pol), so ist die Energie ¢ des Dipols 
dy 2, 
ef dy)? (35) 
wo y der Wert des Potentials am Ort der Ladung & ist. Der negative 
Gradient des Potentials nach einer bestimmten Richtung ist die Feld- 
starke € in dieser Richtung. Also 


dy 
— +; €, E cos 7. - (36) 
Daraus folgt: 
t —uE cos. (37) 
Ist also 0, so hat die Energie des Dipols ihr Minimum, betragt also 
e = — yn. Dann fallt die Richtung des Feldes mit der des Dipols / zu- 
sammen. Ist aber 180° = a, so wird der Extremwert + FE. Den 
stabilen Wert stellt das Energieminimum dar; denn in der Lage os 


werden schon geringe Verriickungen — etwa die thermischen Bewegungen 
zum Umklappen in die Minimumlage fiihren. Man erhalt also ein Dreh- 
moment t mit der Achse senkrecht zu der durch / und € bestimmten Ebene 


‘> “a Esing. 


Wiederum ist die Lage 180° a und die 0 mdéglich, aber nur 
die fiir @ 0 ist stabil (Energieminimum). Leicht laBt sich nun auch 


1 (/, Ettisch u. W. Beck, Naturw. 14. 487, 1926; G. Ettisch, H. Sachsse 
u. W. Beck, diese Zeitschr. 230, 68, 1931; G. Ettisch u. G. V. Schulz, ebenda 
245, 189, 1932; dieselben, Zeitschr. f. physik. Chem. (A) 164, 417, 1933. 


Biochemische Zeitschrift Band 265, 24 
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die Kraft angeben, die ein Dipol im elektrischen Felde erfahrt. Unter de 
oben angegebenen Bedingungen der Lage ist: 
\. \ 
KR. — grad, ¢ ° : | E cos 7) 


i 


Ist also z. B. 


BE const. + F (xr) 
d.h. aber: liegt ein homogenes elektrisches Feld vor, so wird K,; 
homogenen Felde erfahrt der Dipol keine translatorische Bewequng, sonder: 
allein eine rotatorische Orientierung. 
Entfernt man sich nun vom I. P. nach der sauren oder alkalischen 
Seite, so aindert sich der Zustand in der Umgebung des Molekiils. Bei 


ee | , 
Saiurezugabe werden —C~ ()-Gruppen durch Aufnahme von H’-Ionen 


se , O ; - , ? 

der zugegebenen Saéure in —C OH Gruppen iibergefihrt, wahrend in 
der unmittelbaren Umgebung einer entsprechenden Zahl von geladenen 
NH,-Gruppen aus elektrostatischen Griinden das Séureanion er- 


scheint. Auf der alkalischen Seite geben bei Basenzusatz —N H,- 
Gruppen H’-lonen ab und gehen in ungeladene NH,-Gruppen iiber, 

a ‘ . ; ‘ ) 
wihrend in der Umgebung einer entsprechenden Zahl von —C 0 
Gruppen das Basenkation auftritt. VerliBt man also den I. P., so mul 
um das Proteinion auftreten, so wie die reine Elek- 


‘ 


eine ,,lonenwolke* 
trolyttheorie sie fordert. Je nach der resultierenden Ladung des Pro- 
teinions positiv auf der sauren, negativ auf der alkalischen Seite 
des I. P. wird sich nach Vorzeichen und Menge diejenige Lonen- 
einstellen, die durch Boltzmannschen Satz 


verteilung in der ,, Wolke‘ 
und Poissonsche Potentialgleichung bestimmt ist. Legt man nunmelr 
ein elektrisches Feld an eine solche Lésung, so wird eine regelrechte 
Ionenwanderung eintreten. Das EiweiBion wird entsprechend seiner 
CberschuBladung y 
. = r= n 
ye W cx a p> °> Qu) — >> A,) (41) 


c — —_— 
“ 1 t= } 


wandern, wobei ¢ die Elektronenladung ist. Die .,lonenwolke* da- 
gegen wird ein dem Teilchen entgegengesetzt gerichteten Wanderungs- 
sinn besitzen. Auch hier also ist die Einfiihrung eines besonders wirk 
samen Potentialsprunges nicht notwendig. Fir den I. P. folgt aus 
Gleichung (33), daB hier 

vw = 0 (42) 
ist, daB daher jegliche Ionenwolke verschwinden mu. Es _ bleibt 
allein das ,,Dipolgeriist’ zuriick. 
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VIEL. Die Charakterisierung der Proteine durch ihre Elektrolyteigenschatten. 

Das in den vorangegangenen Abschnitten geschilderte Verfahren 

iBt sich zu einer empfindlichen Methode der Unterscheidung und 

Charakterisicrung von Eiweibkérpern ausbauen. Die Aufnahme und 
\uswertung der Saure- und Basentitrationskurve eines Proteins lefert 
eine ganze Reihe gut definierter individueller Konstanten. Diese zer- 
fallen in drei Gruppen: 1. die Anzahl der in einem bestimmten py-Bereich 
bindenden Gruppenarten, 2. deren Mengen in 1g Eiweib, 3. deren 
Dissoziationskonstanten. AuBer dem I. P. haben wir jetzt z. B. fir 
das Albumin zehn Konstanten (fiinf Mengen und fiinf Dissoziations- 
konstanten), die ftir diesen Kérper charakteristisch sind. Es sei noch 
hervorgehoben, da jede einzelne dieser GréBen thermodynamisch 
und nach einem weiteren Ausbau dieser Methode wohl auch chemisch 
leichter durchschaubar und ausdeutbar ist als der I. P., dessen Lage 
durch ein nur schwer auflésbares Ineinanderwirken aller diese1 
GréBen bestimmt wird. Der Dissoziationsgrad und seine Abhingigkeit 
vom pu, sowie die ,,mittlere \Wertigkeit’’ (Abb. 6 und 7) sind, wie 
wir ausgefiihrt haben, hierdurch gegeben. 

Auf Grund der oben mitgeteilten Messungen wie auch der Abb. 7 
unterscheidet sich z. B. das Albumin in der Basenbindung wie auch 
im Dissoziationszustand betrachtlich vom Globulin. ‘Vabelle VIII zeigt 
die entsprechenden Zahlen. Man sieht, daB beim Globulin auf die 


Gruppen mit der kleineren Konstante ein betrachtlich gréBerer Anteil 


der Basenbindung entfallt, und da®B die gréBere Dissoziationskonstante 
beim Globulin kleiner ist als beim Albumin. Um noch mehr ins cinzelne 
gehen zu kénnen, wird man besonders beim Globulin die Methode noch 
verfeinern miissen. 
Tabelle VILL. 
Vergleich der basischen Konstanten von Serumalbumin und 
Serumglobulin. 





Albumin Globulin 
Gruppe Menge Dissoziations- Menge Dissoziations 
in lg Eiweib konstante in lg Eiweifi konstante 


Go 0,175 Milliaquiv. etwa 107° 0,221 Milliaquiv. etwa 107° 
B. 05 e 107 4,225 0.8 i 10° +8? 
B 1,7 


19~ 11% 14 ‘ ids 


Dariiber hinaus scheint es uns aussichtsreich zu sein, denselben 
EiweiBkérper (z. B. Globulin) im Serum verschiedener Tiere zu_ver- 
gleichen und besonders auf Unterschiede zwischen gesunden und 
kranken Individuen hin zu untersuchen. Unsere Messungen gaben uns 
bereits recht merkliche Unterschiede hei verschiedenen Tieren, die keine 
ausgeprigten Krankheiten hatten. Demniichst sollen unter diesem 
Gesichtspunkt genauere Messungen vorgenommen werden. 
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Zusammenfassung. 

I. Es wird versucht, die Bjerrumsche Zwitterionentheorie auf Pro- 
teine anzuwenden. Zur Untersuchung gelangen Serumglobulin und 
Serumalbumin. 

II. Der zeitliche Verlauf der Basenbindung von Proteinen zerfiillt 
in zwei deutlich getrennte Abschnitte: Eine momentan erfolgende 
Primarreaktion und eine zu ihrem Ablauf viele Stunden erfordernde 
Sekundarreaktion. — Bei Sauren scheint die Sekundirreaktion unter 
den betrachteten Bedingungen unerheblich zu_ sein. 

IIl. Die Primarreaktion kann als eine reine Ionenreaktion auf- 
gefaBt werden. Sie verliuft, wie gezeigt wird, nach dem Bjerrumschen 
Zwitterionenschema: R—COO’ + H R—COOH bzw. R—NH, 

OH’ = R—NH, + H,O. Das Gleichgewicht zwischen gebundenen 
und freien H’- bzw. OH’-Ionen gehorcht dem Massenwirkungsgesetz. 

IV. Es lassen sich hierbei drei alkalibindende und zwei séure- 
bindende Gruppen nach ihren Dissoziationskonstanten trennen und ihre 
Mengenverhaltnisse bestimmen. 

V. Es wird gezeigt, wie man aus den Mengenverhaltnissen und den 
Dissoziationskonstanten der verschiedenen bindenden Gruppen den iso- 
elektrischen Punkt des Albumins berechnen kann. Auch der Disso- 
ziationszustand der einzelnen Gruppen sowie der Ladungszustand des 
ganzen Molekiils bei jedem px kann angegeben werden. 


VI. Die fiinf bindenden Gruppen lassen sich auf Grund ihrer Kon- 


stanten mit groBer Wahrscheinlichkeit als Gruppen bestimmter Amino- 
siuren identifizieren. 

VIL. Die Saure- und Basentitration der Proteine laBt sich zu einer 
Methode zur Unterscheidung und Charakterisierung dieser Kérper aus- 
bauen. Am Beispiel des Globulins und Albumins wird gezeigt, daB 
deutlich faBbare Unterschiede zwischen diesen beiden Proteinen  be- 
stehen. 
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Uber die Sekundirreaktion zwischen Ovalbumin und Siure. 


Von 
G. Ettiseh und Giinter Viktor Schulz. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir physikalisehe Chemie und Elektro 
chemie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 17. Juli 1933.) 


In friheren Arbeiten! ist vom Wesen der Sekundarreaktion berichtet 
worden. Dort war nachgewiesen, dal sie auf einer tiefgreifenden chemische, 
Anderung des Eiweiimolekiils beruht. Dabei handelte es sich zunéchst 
um die Kinwirkung von Alkali. Die dadurch hervorgerufenen Spaltungen 
sind reversibel bei geringen Konzentrationen des einwirkenden Alkalis 
Bei héheren indessen (pq > 11.5) kommt es zu irreversiblen Aufspaltungen 
und zur ZerstOrung des Molekiils. 

Betrachtete man demgegeniiber die Reaktion zwischen EiweiB und 
Saure, so schien diese unter tibereinstimmenden Bedingungen und bei 
den von uns untersuchten Konzentrationsbereichen bei Albumin wit 
Globulin von einfacherer Natur zu sein?. Die Versuche mit einem 
zweiten Protein, dessen Aufbau von dem des Albumins mehr oder weniger 
abweicht, dem Fibrinogen*, fielen bei 27° ganz entsprechend aus. 
Ahnliche Ermittlungen sind in einer Reihe Untersuchungen schon von 
Abderhalden und Schiilern’ niedergelegt worden. Uns schien bemerkens- 


wert, daB in allen diesen Beobachtungen eine gewisse Analogie zur 


Esterverseifung sich kundgab. Auch bei diesen zeigt sich das OH’-Lon 
wirksamer als das H’-Ion. Nun ist dieser Effekt bei der Esterspaltung 
als ein Geschwindigkeitseffekt sichergestellt. Die Spaltung erfolgt durch 
OH’-Ionen in gewissen Fallen 300mal so schnell als durch H’-Ionen. 


' . Ettisch u. G.V. Schulz, diese Zeitschr. 239, 48, 1931; 245, 189, 
1932; Zeitschr. f. physikal. Chem. 164, 97, 417, 1933.  Hierselbst ist alle 
weitere Literatur angefiihrt. 

2 Hierbei schien tiberhaupt keine Sekundarreaktion aufzutreten (siehe 
z. B. G.V. Schulz u. G. Ettisch, Zeitschr. f. physik. Chem. 164, 97, 1933, 
Tabelle LI). 

3 Das Priparat wurde uns, nach der Vorschrift von Hammarsten von 
der Firma Dr. Gribler-Leipzig. angefertigt, in liebenswtirdiger Weise zur 
Vertiigung gestellt. Wir sagen hierfiir an dieser Stelle unseren besten Dank. 

4 Abderhalden u. H. Mahn, Hoppe-Seylers Zeitschr. 169, 196, 1927; 
174, 47, 1928; Abderhalden u. S. Suzuki, ebenda 170, 158, 1927; Abderhalden 
u. A. Neumann, Fermentforsch. 13, 459, 1933. 
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\Venn wir uns auch bewubt waren, dab an der Peptidbindung nicht genau 
die gleichen Verhaltnisse vorliegen wie an der Stelle der Esterbindung, 
schien uns doch der Gedanke erwigungswert, daB hier vielleicht analoge 
Wirkungen vorliegen. Die Frage, ob es sich hier um ein Problem der 
Reaktionsgeschwindigkeit handelt, muBte einer Behandlung zuginglich 
werden, sobald man die Einwickung bei héherer 'Temperatur vor sich 
gehen lieB. Solche Untersuchungen wurden ermutigt durch Befunde, 
die sich ebenfalls bei Abderhalden in den genannten Arbeiten finden. 
Wir méchten hier kurz unsere Ergebnisse solcher Untersuchungen mit- 
teilen. Die grundsatzliche Bedeutung soll in anderem Zusammenhang 
in einer spateren Arbeit dargelegt werden. 


Fiir unsere Versuche zur Messung der 'Temperaturabhingigkeit der 
H’-lonenwirkung bei der Sekundiarreaktion benutzten wir das Ovalbumin 
pulv. von Merck, Davon wurde eine 5°,ige Lésung in Aqua dest. 
hergestellt, eine geringe Triibung abfiltriert und sofort in Arbeit 
genommen, damit jeglicher AlterungseinfluB ausgeschaltet blieb, der 
von uns an anderer Stelle beobachtet werden konnte und Verainderungen 
am Molekiil anzeigte!. Das py dieser 5°,,igen Lésung betrug bei 21,2° C 
6,20; bei 27° 6,10; bei 37° 6,12. Zunichst mubte verfolgt werden, 
welche Veranderung diese Lésungen zeigen, wenn sie bei den ent- 
sprechenden ‘'emperaturen sich selbst iberlassen blieben. Die Vabelle J 
gibt Auskunft iiber die Ergebnisse allein bei 21,2 und bei 37°C. In 
der letzten Spalte finden sich unter 4 die Anzahl der gebundenen Ionen, 
und zwar allein der nach 24stiindigem Abwarten. Ferner ist zur Tabelle 
selbst zu sagen, daB dic zweite und fiinfte Querreihe pu-Werte auf- 
weisen, die erheblich tiefer als die anderen angefiihrten liegen. Dieses 
kommt daher, da®B alle Versuche auch mit Ovalbuminlésungen ausge- 
fiihrt waren, die durch Elektrodialyse nach dem Verfahren von Ettisch 
und Ewig? bis zur Elektrolytfreiheit des destillierten \assers gereinigt 
worden waren. Die nach Zentrifugieren geklirten Lésungen besaben 
den pu-Wert 4,88. In ihnen wurde gewichtsanalytisch die Konzen- 
tration bestimmt. 

Tabelle I. 





re ers a »,1 ac 2 ac 3 an s 
meme | ot cs | Mme | Mh ne | Mh eet | a= (ala) 
21 6,20 6,9 — - 5.7. 10>-* mol. 
21 4,88 4,87 
37 6,10 6,09 6.30 6.835 
37 6,94 718 : 4.10 
37 4,88 4.81 ~ (2,3 .10-*) 


1 Ettisch u. Schulz, Zeitschr. f. physikal. Chem. 164, 417, 1933. 
2G. Ettisch u. W. Ewig, diese Zeitschr. 195, 175, 1928. 
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Die aus der Tabelle I sich ergebenden Veranderungen sind seh 
geringfiigig. Das undialysierte Ovalbumin zeigt die Neigung, sein 
Reaktion in Richtung auf das alkalische Gebiet zu verschieben. Diese 
geschieht bei 21,2°C in der GréBenordnung von 10-® bis 10-7 mol. Dir 
elektrodialysierte Lésung verandert sich gar nicht. Bei 37°C betrug 
die Verschiebung der nichtelektrodialysierten Lésung etwa 10-8 mol. nac}; 
der alkalischen Seite, der elektrodialysierten etwa 10-6 mol. nach de: 
sauren. Wir werden zeigen kénnen, daB die H’-Ioneneinwirkung un 
viele Zehnerpotenzen gréBer ist als diese freiwilligen Reaktions- 
verschiebungen. Wir wahlten ferner bei der Angabe der Werte darum 
allein die H’-Ionenreaktion von nach etwa 24 Stunden, weil, wie unsere 
Messungen der Saureeinwirkungen zeigen werden, diese nach 24 Stunden 
zu Ende gegangen zu sein scheint, andererseits bei lingerem Zuwarten 
leicht Veranderungen sekundarer Art sich hinzugesellen. 

Eine auffallige Beobachtung sei hier noch mitgeteilt. Wahrend die 
Lésungen bei 21,2 und auch die bei 27°C nach 24 Stunden bereits 
anfingen faulig zu riechen, tribe und miBfarbig wurden, waren dic 
bei 37°C gehaltenen noch nach iiber 100 Stunden klar, geruchlos und 
ohne jeglichen Niederschlag. Diese Beobachtung konnte wahrend der 
ganzen Dauer der Untersuchungen gemacht werden. 

Darauf wurden zu je 9ccm der Ovalbuminlésung je 1 ccm einer 
Salzsiure vom px 0,080 (ay. = 0,833) zugefiigt. Die Messungen der 
zehnfach mit Aqua dest. verdiinnten Loésung ergaben eine ay. — 0,0819. 
Alle diese Bestimmungen wurden mit der H,-Elektrode ausgefiihrt. 
Fast simtliche Messungen wurden parallel dazu auch mit der Chin- 
hydronelektrode angestellt. Ohne Ausnahme waren die hierbei sich 
ergebenden Werte mit denen von der H,-Elektrode praktisch iiberein- 
stimmend. 

Die Tabellen IT und III geben aus den Protokollen zwei charak- 
teristische MeBreihen itiber den Temperatureinflu8 wieder. Sie ent- 
halten allein die Werte bei 21,2 und 37°. Die von 27,2°C zeigen nur 
eine erwihnenswerte Besonderheit, die im Texte mitgeteilt wird. Eine 
besondere Tabelle hierfiir eriibrigt sich. 


Tabelle IL. (21°C.) 





Zeit Pu Ay « 102 


sofort (10 Min.) . . 3,79 
awe + os 66s 3,3 
. ee a : 3,36 
ee satistn tay 3,36 
Pee ete re. 3,36 
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Tabelle II]. (37° C.) 





Zeit PH ay . 102 


sofort (10 Min.) . . 1,24 5,7 
YS 1,29 51 
a ae ee 1,34 DS 
26 . aan Waa Aah hae 1,34 D8 


sofort (10 Min.) . . 1,16 7,01 
i a a ere 1,20 6,13 
2 ee ae 1,33 4,69 
ae a ss ne ae 1,3: 4,69 


Wo in den Tabellen sofort (10 Minuten) steht, handelt es sich 
darum, daB doch 10 Minuten vergangen sind zwischen dem Mischen 
der Lésungen und dem Ablesen des Einstellwertes. 

Die Tabelle IT fiir 21,2° zeigt, daB innerhalb einer Stunde noch 
Saureaufnahme durch das Protein stattfindet. Diese Menge ist etwa 
um eine Zehnerpotenz kleiner als diejenige, die vorher durch die 
Primarreaktion gebunden wurde. Wahrend in der Primiarreaktion 4,4 
.10-? mol. verschwanden, verschwinden bei der Sekundarreaktion nur 
4 bis 5.10 mol. 

Die Tabelle IV fiir 37°C zeigt: 


Tabelle LV. 





Hier sind gebunden in der 

Primarreaktion. . .. . 2.2 .10-? mol. 1,19.10-? mol. 
Hier sind gebunden in der 

Sekundirreaktion . . . . 6,3 .10-3 , (mach 1 Std.) 8.8 .10-3 
Hier sind gebunden in der 

Sekundarreaktion . .. . Lee.10*. . f « Bs) 2,32 . 10-2 


In der IT. Kolonne stehen die Zahlen, die an Lésungen mit elektro- 
dialysiertem Ovalbumin vorgenommen worden waren. Diese Zahlen 
bilden auch den zweiten unteren Teil von Tabelle III. Aus ihr geht 
zunachst hervor, daB bei 37°C eine ausgesprochene Sekundarreaktion 
auch bei Saureeinwirkung besteht. Gleichzeitig sieht man, da} hier 
die Sekundarreaktion wesentlich geringfiigiger ist als auf der alkalischen 
Seite. Die Dauer dieser Reaktion betragt allem Anschein nach ebenso 
wie dort 20 Stunden. Die Zusammenstellung saimtlicher Werte an 
gebundenen H’-Ionen in Tabelle V laBt die Temperaturabhangigkeit 
der Primarreaktion erkennen. Sie liegt in Richtung fallender Werte 
der H’-Bindung bei steigender Temperatur. Da die Dissoziation fiir 
gewohnlich ein Vorgang mit positiver Warmeténung zu sein pflegt, 
ware dieser Gang erklart. Man bemerkt ferner, daB durch die Sekundar- 
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reaktion bei 37° insgesamt etwa Mengen gebunden werden, die mit 


denen beilder Primarreaktion vergleichbar sind. Man kann sodann 


feststellen, daB das durch Elektrodialyse gereinigte Ovalbumin kein: 
grundsitglich anderen Ergebnisse liefert als das undialysierte. Im 
Gegenteil, die Chereinstimmung ist tiber Erwarten giinstig gelegen, 
wenn bertcksichtigt wird, daB die durch Elektrodialyse vorbehandelte 
Ovalbuminlésung 3,7°, waren, die undialysierte dagegen etwa 5°). 
Weiter ist feststellbar, daB schon nach einer Stunde Einwirkungsdauer 
die durch Spaltung verbrauchte H’-Ionenmenge bei 37° erheblich 
(50 bis 100°.) gr6Ber ist als bei 21°. Diese zuletzt genannte Erscheinung 
ist bereits bei 27°C, wenn auch nicht in solchem Ausmabe, schon vor- 
handen, wo ebenfalls wie bei 21°C die Sekundarreaktion nach 
einer Stunde zu Ende ist. (Da sonst nichts Besonderes bei 27° vorlag, 
wurde von der Wiedergabe der Zahlen abgesehen.) 


Tabelle V'. (37°) 





Temperatur Primirreaktion, gebunden Sekundarreaktion, H* gebunden 


c H’ . 102 nach 1 Std. nach etwa 22 Std. 


21 ' 4,3. 10 - 
37 ; 6,3. 107-5 1,19. 10-2 
37 8,8. 10-8 2.32. 10-2 


Damit ist erwiesen, daB die Sdureeinwirkung am Ovalbumin eben- 
falls zu einer Sekunddrreaktion fiihrt. Diese wiirde etwa nach dem Schema 
verlaufen: 


RICONHR? + HCL H,O = R' COOH + R?NH,CL. 


Die grundsitzliche Bedeutung der Art des Temperatureinflusses 
geht aber hinaus tiber die einfache Tatsachenfeststellung. Das soll in 
anderem Zusammenhang erértert werden. 


Zusammenfassung. 

Die Untersuchung der Temperaturabhangigkeit der Sekundar- 
reaktion nach Einwirkung von Saéure auf Ovalbumin ergibt, daB mit 
steigender Temperatur die sekundare Séurebindung erheblich zu- 
nimmt. Es besteht also auch eine entsprechende Saurespaltung. 


! Die dazugehGérigen py- bzw. Gqy-Werte zeigt Tabelle I] und LIT. 
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Mitogenetische Spektralanalyse des Polysaccharidabbaus. 


Von 
J. S. Klenitzky und FE, G. Prokofiewa. 
(Aus dem Institut fiir experimentelle Medizin der USSR, Leningrad.) 
(Eingeqangen am 17. Juli 1935.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Erforschung der mitogenetischen Spektren des Polysaccharid- 
abbaus bietet aus folgenden zwei Erwigungen IJnteresse: 


1. Der Bau des Polysaccharidmolekiils ist bis jetzt noch unvoll- 
kommen geklirt. Den hochmolekularen kolloiden Polyosen kommt 
die Bruttoformel C,H,)0; zu.  Unentschieden ist, ob lange Ketten 
glucosidartig verbundener Monosen vorliegen oder ob auber Haupt- 
valenzen noch Neben- oder molekulare Valenzen bestehen. Die meisten 
Verfasser sind sich dariiber einig, daB es kaum moéglich ist, irgendeine 
allgemeine Strukturformel fiir Stirke anzugeben: eine Anzahl ver- 
schiedener Formeln (Aarrer — Maltoseanhydrid, Jrvine Bestehen von 
Glucoseresten, Meyer-Mark auf dem \Vege der Assoziationskrifte 
bewirkte Verbindung einzelner Ketten zu Micellen usw.) sind vor- 
geschlagen. Als Endprodukt der hydrolytischen Spaltung von Starke 
durch Saéuren tritt Glucose auf, wahrend bei Diastaseeinwirkung die 
Hydrolyse auf der Maltosestufe stehenbleibt. Dies gibt Grund zur 
Vermutung, da die Maltosemolekiile untereinander sowie die zwei 
Hexosen innerhalb des Maltosemolekiils verschiedenartig verbunden 
sind. Nun lieB sich vermuten, daB die Spektralanalyse der Strahlung 
des Kohlenhydratabbaus bis zu einem gewissen Grade unsere Kenntnisse 
dieses Problems vertiefen wiirde. 

2. Wie bekannt, bleibt die spezifische Konfiguration des Spektrums 
eines bestimmten chemischen Prozesses (auch wenn verschiedene Stoffe 
angewendet werden) unverandert; daraufhin sagen wir, dab ein be- 
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stimmtes Spektrum fiir die Auflésung einer bestimmten chemischen 
strukturellen Bindung spezifisch ist. 


Fir die Charakterbestimmung der Bindungen war es von Wichtig- 
keit, das Spektrum, das bei Hydrolyse der Starke durch Diastase er- 


halten wird, mit dem zu vergleichen, welches bei Spaltung von Maltose 


auftritt. Eben in der Kohlenhydratgruppe finden wir einander nahe- 
stehende Stoffe vor (z. B. Maltose und Rohrzucker), deren Molekiil 
aus zwei Monosacchariden besteht, welche aber verschiedenartig ver- 
bunden sind. Sind unsere Vermutungen iiber die Spezifitat des Spek- 
trums bei der Auflésung bestimmter Bindungen richtig, so miissen wir 
fiir die erwahnten beiden Stoffe verschiedene 
Spektren erhalten. Zuniachst wurde das Spektrum 
der Starkeverdauung durch Amylase des Speichels 
und Pankreas ermittelt. Dabei war nicht aus- 
geschlossen, daB, wie fiir Phosphatase bekannt. 
die Spektren bei Einwirkung der Speichel- bzw. 
Pankreasamylase nicht vo6llig identisch ausfallen. 
Dies wiirde dann fiir einen’ verschiedenartigen 
Verlauf der Abbauprozesse sprechen, ein Verhalten, 
das bis jetzt auf biochemischem Wege nicht fest- 
gestellt ist. Ferner wurden die Spektren des Ab- 
baues von Maltose-, Rohrzucker- sowie der Salicinspaltung entworfen. 
Dabei wurde das Rohrzuckerspektrum bei Spaltung des Rohrzuckers 
sowohl durch Hefensaccharase als durch Saure aufgenommen. 





~ # 20 30 
Abb. 1. 


Die Versuche wurden in der fiir mitogenetische Arbeiten iiblichen 
Weise ausgefiihrt. Als Detektor wurden fliissige Hefekulturen gebraucht. 
Das Ferment samt dem Substrat wurde in einer Kammer mit Quarzfenster 
untergebracht. Die SchluBbearbeitung der Versuche, d.h. die Auswertung 
der Ergebnisse, wurde nicht durch Abzihlen der Hefe in einer Kammer, 
auch nicht in Mycetokriten, sondern nach der von Sarafanow vorgeschlagenen 
nephelometrischen Methode ausgefiihrt. Dabei bedienen wir uns eines 
gewohnlichen Kolorimeters nach Dubosque (russisches Modell), das wir vals 
Nephelometer gebrauchen, indem wir die Intensitaét des durch die beiden 
Glaschen gehenden Lichtes, d.h. also die Triibung der Kontroll- und 
Induktionssuspension. vergleichen. Die prozentuale Zahl des Effektes 
wird durch Schatzung speziell vorbereiteter Abwaégungen von bestimmter 
Konzentration festgestellt. Diese im voraus bekannte Konzentration 
(mit einem Unterschied von 10 bzw. 20, 30 usw. °,) wird ins Kolorimeter 
gebracht und dann nach der Kolorimeterskala festgestellt, wie vielen 
Teilungen der Unterschied von 10 bzw. 20°, usw. entspricht. Diese Zahlen 
erméglichen eine bestimmte Kurve zu zeichnen (Abb. 1). 

Da die Ausgangskonzentrationen der Hefekulturen verschieden sind, 
und da ferner der Farbton der Bierwiirze ebenfalls nicht besténdig ist, 
so miissen die Standardwerte jeden Tag neu festgestellt werden. Meistens 
zeigen die Zahlen keinen scharfen Unterschied; so ergibt z. B. die 20° ige 
Konzentration fiir gew6hnlich 3,5 bis 5 Teile der Kolorimeterskala. 
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Samtliche Reaktionen lauten bei Zimmertemperatur ab, mit Ausnahme 
der Rohrzuckerspaltung durch Saéure, die bei 20 bis 22° erfolgt. 

In simtlichen Tabellen wird die mittlere prozentuale Zahl des Ettektes 
und daneben in Klammern die Zahl der ausgefiihrten Versuche angegeben. 

In Tabelle I sind die Protokolle der Starkeverdauung durch Speichel- 
amylase angefiihrt. 


Tabelle I. 





1970 bis 1980 A 2230 bis 2240 A 2400 bis 2410 A 
18,8% (8) 19% (4) 17% @) 
1980 bis 1990 A 2320 bis 2330 A 2410 bis 2420 A 

20°, (4) 23,8% (5) 
2020 bis 2030 A 2370 bis 2380 A 2430 bis 2440 A 


18,8% (8) 20.6% (3) 24.8% (5) 


In Tabelle LI Verdauung der Starke durch Pankreasamylase. 


Tabelle II. 





1970 bis 1989 A 2239 bis 2240 A 2400 bis 2410 A 
16% (6) 21,7°,, (4) 14° (5) 

1980 bis 1999 A 2320 bis 2330 A 2410 bis 2420 A 
25.6% (3) 20°, (3) 19,5°,, (4) 

2020 bis 2039 A 2370 bis 2380 A 2430 bis 2449 A 
345°, (4) 27% (3) 18°, (3) 

Dann wurde das Spektrum des Maltoseabbaues gemessen, welches dem 


Starkespektrum genau gleicht. 
Die Protokolle fiir die Maltosespaltung sind in Tabelle IIT angegehen. 


Tabelle ITI. 





1970 bis 1980 A 2230 bis 2249 A. 2400 bis 2410 A 
25,6°., (5) 18,5°,, (4) 25.7% (4) 
1980 bis 1990 A 2320 bis 2330 A 2410 bis 2420 A 
20,5% (2) 34% (2) 13,7°, (4) 
2020 bis 2030 A 2370 bis 2389 A 2430 bis 2449 A 


20,5°,, (8) 20°, (5) 35,2% (5) 
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Unsere Ergebnisse stiitzen die Anschauung. dab sich das Stark: 
molekil direkt in Maltose bzw. GHucose auflést und da®B die chemische: 
Bindungen in Starkemolekiil denselben Charakter aufweisen wie in ci 
Malt ose. 


AuBerdem wurde das Spektrum des Rohrzuckerabbaues untersucht 
Der Unterschied in der Kontiguration beider Spektren laBt sich aus Ta 
belle L ersehen. 


2200 2300 OO 2500 
Abb. 2. 


Die Protokolle sind in den Tabellen [LV und V angefiihrt. 


Tabelle LV. 


Spaltung des Rohrzuckers durch Hefesaccharase. 





2020 bis 2030 A 2350 bis 2360 A 2410 bis 2420 A 
18,7% (11) 17°% (6) 20,5 % (4) 
2230 bis 2240 A 2360 bis 2370 A 2430 bis 2440 A 
19% (6) 19,5°% (6) 26,4°,, (5) 

2320 his 2330 A 2400 bis 2410 A 


27.4%, (d) 32.3% (9) 


Tabelle V. 


Spaltung des Rohrzuckers durch Saure. 





2020 bis 2030 A | 2350 bis 2370 A 2419 bis 2420 A 
17% (5) 17.5°, (4) 20% (38) 
2230 bis 2249 A 2400 his 2410 A 2430 bis 2440 A 
15% (4) 15% (8) 19.3°, (3) 
2320 bis 2330 A 
31°, (4) 


% . . ’ ° 
Durch Ubereinstimmung der Spektren des Rohrzuckerabbaus, wie 
dieser einerseits fermentativ und andererseits durch Saure bewirkt ist, 


wird nochmals die Tatsache bestitigt, daB das mitogenetische Spektrum 
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fir die Auflésung bestimmter molekularer struktureller Bindungen 
spezifisch ist. 

SchlieBlich wurde noch das Spektrum des Salicinabbaus durch 
Emulsin ermittelt. Das Glucosid besitzt eine Bindung, die der in der 


Maltose vergleichbar ist. Die Hydrolysenspektren des Salicins und des 


Stirkespektrums stimmen iuberein. 


Tabelle VI. 


Spaltung des Salieins durch Emulsin 





1970 bis 1980 A 2230 bis 2240 A 2400 bis 2410 A 
24,7 | (3) iv G 7 D) 
1980 bis LOGO A 9320 bis 23: 
26,8°,, (5) 222% (5 21.7% (4) 
2020 bis 2030 A 2370 bis 2380 A 9430 bis 2440 A 


21% (4) 19.5°, (4) ve, (4) 


Durch Untersuchung der Abbauspektren von Polysacchariden 
haben wir festgestellt, daB bei verschiedenartigen strukturellen Bin- 
dungen die Spektren voneinander abweichen. 


Frau Prof. Dr. J. MW. Hefter, unter deren Leitung der chemische ‘Teil 
unserer Arbeit ausgefiihrt worden ist, danken wir; sehr verpflichtet sind 
wir Prof. Dr. Gurwitsch, der uns liebenswiirdigst einen der Spektrographen 
aus seiner Abteilung zur Verfiigung gestellt hat. 
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Priifung der Frage des Nachweises von Gallensiuren 
im Blute mit Hilfe der spektrophotometrischen Methode. 


Von 
N. Scheinfinkel. 
[Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern. ] 
(Eingegangen am 25, Juli 1933.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Nachdem K. Beyeler! gezeigt hatte, daB chemisch reine Cholate 
in sehr geringer Konzentration auf das Kaltbliiterherz einen sympathisch 
fordernden EinfluB ausiiben, der sich in Verstarkung und Beschleunigung 
des Herzschlages und in wesentlicher Verminderung der Erregbarkeit 
des Nervus vagus kundtut, erwuchs die Aufgabe, zu untersuchen, ob 
mit Hilfe einer zuverlassigen Mikromethode der Gallensiurebestimmung 
im Blute normaler Lebewesen geringfiigige Mengen von Cholaten sich 
nachweisen lieBen. Gelange dies nachzuweisen, so wiirde die von Asher 
postulierte Abgabe von Cholaten in physiologischer Konzentration 
von der Leber an das Blut zur humoralen Regulation des Herzschlages 
eine besonders wichtige Stiitze erfahren. Geleitet von diesen Gesichts- 
punkten fiihrte Frl. M.Charlet? im Berner Physiologischen Institut 
eine Reihe von Untersuchungen nach dieser Richtung hin aus. Mit 
Hilfe der von Aldrich und Bledsoe® ausgearbeiteten Mikromethode der 
quantitativen Gallensiurebestimmung gelang es ihr, im normalen 
Blute von Ratten, Katzen, sowie Menschen gallensaure Salze nachzu- 
weisen. In neuerer Zeit haufen sich aber immer mehr gewichtige Be- 
denken, die sich gegen das kolorimetrische Prinzip der Methode richten. 
Es hat sich vor allem herausgestellt, daB eine groBe Anzahl von Sub- 
stanzen, die schwerlich von den Cholaten zu trennen sind, ahnliche 
Rotfarbung mit Schwefelsiure und Rohrzucker geben. In der aus- 
fiihrlichen Arbeit von Jenke ,,Uber den Stoffwechsel der Gallensiuren* 4 


1 Diese Zeitschr. 178, 351, 1926. 

2 Ebenda 210, 42, 1929. 

3 J. of biol. Chem. 77, 579, 1928. 

4 Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 163, 175, 1931. 
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findet man die zusammenfassende kritische Darstellung und die Literatur 
liber diesen Gegenstand. Auf Grund dieser Beobachtungen sprechen 
mehrere Autoren der Pettenkoferschen Reaktion die Spezifitat ab. 
wenn die durch diese Reaktion gewonnene Farbe kolorimetrisch unter- 
sucht wird. Mannigfache Verbesserungen und Verfeinerungen der 
Methode bedeuten keinerlei Fortschritt, weil aus den gleichen Griinden 
diesen neuen abgeanderten Methoden das absolut Spezifische fiir dic 
Gallensiure fehlt, wenn man visuell aus der Farbreaktion den Schlub 
auf das Vorhandensein von Gallensiuren in der zu untersuchenden 
Flissigkeit ziehen will, geschweige von der Feststellung genauer quanti- 
tativer Verhialtnisse. Die Pettenkofersche Reaktion behalt aber nach 
wie vor ihren Wert und bleibt streng spezifisch, wenn man die Reaktions- 
farbe nicht nach der sichtbaren Farbe, rein visuell, sondern nach ihren 
spezifischen spektroskopischen bzw. spektrophotometrischen Absorp- 
tionserscheinungen beurteilt. Es war dies der Grund, weshalb ich die 
Uberpriifung des Nachweises von Gallensiuren im Blute vorgenommen 
habe, und zwar mit Hilfe des Aénigschen Spektralphotometers in der 
Neukonstruktion von Martens und Griinbaum und Bechstein, um im 
Besitze viel genauerer Ergebnisse zu dem Problem der humoralen 
Regulierung des Herzschlages durch Cholate Stellung zu nehmen. 


Methodik. 


Die wichtigsten Anderungen, welche von mir vorgenommen wurden 
und die Methode von Aldrich und Bledsoe dadurch zu einer wesentlich 
zuversichtlicheren machten, waren: !. Statt einmaliger und kurzdauernder 
alkoholischer Extraktion des Blutes, welche die véllige Ausbeute der Gallen- 
siuren unwahrscheinlich machte, lieB ich die zu untersuchende Blut probe 
zweimal mit Alkobol extrahieren, wobei die erste Extraktion 24 Stunden 
lang dauerte. 2. Der Noritzusatz wurde vollig weggelassen, da besondere 
zu diesem Zwecke angestellte Kontrotlversuche ergaben, daB auch etwa 
vier- bis fiinfmal kleinere Noritmengen. die von Aldrich und Bledsoe an- 
gewandt wurden, geniigten, um fast die Gesamtmenge der zugesetzten 
(rallensiiuren zu adsorbieren. 3. Nach Zusatz von Bariumhydroxydlésung 
wurde die Mischung nicht sofort verdampft, wie es die Methode von Aldrich 
und Bledsoe vorschreibt, sondern 24 Stunden stehengelassen, dann filtriert, 
wiederum langere Zeit stehengelassen, von neuem filtriert und erst das 
zweite Filtrat, welches die Bariumsalze der Gallensiuren enthielt, wurde 
verdampft und weiter nach den Angaben von Aldrich und Bledsoe ver- 
arbeitet. Das Filtrat sieht ganz klar und farblos aus, da das wihrend des 
langeren Stehens ausgefallene Bariumcarbonat den = stérenden  gelben 
Farbstoff des urspriinglichen alkoholischen Blutextraktes restlos adsorbiert. 
Auf diese Weise gelingt es, auch ohne Noritzusatz die gelbe Farbe der Blut- 
probe zu eliminieren. Aber abgesehen davon gestattet diese von mir 
stammende Abanderung der Methode eine sehr viel weit gehendere Isolierung 
der Gallensauren, indem durch Filtration die in Alkohol unléslichen Barium - 
salze abgetrennt werden. 4. Vor allem aber wurde die Pettenkofersche 
Reaktionsfarbe nicht nach der sichtbaren Farbe rein kolorimetrisch, sondern 
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nach ihrer spektrophotometrischen Absorptionserscheinung untersucht, 
wodurch der Reaktion ihr urspriinglicher Wert und strenge Spezifitit 
verleiht wurde. 

Die spektrophotometrische Untersuchung wurde mit dem von der 
Firma Schmidt d& Hdnsch angefertigten Kénigschen Spektralphotometer 
in der Neukonstruktion von Martens und Griinbauwm und Bechstein aus- 
gefiihrt ?. 

Fiir meine Versuche benutzte ich hauptsachlich das Hundeblut, dessen 
Beschaffung mir durch Zuvorkommenheit von Herrn Prof. Steck, Direktor 
der Klinik fiir innere Krankheiten der Haustiere, erméglicht wurde und 
dem ich auch an dieser Stelle meinen verbindlichen Dank sagen mdéchte. 


Experimenteller Teil. 


Die ersten orientierenden Kontrollversuche mit reiner Glykocholsaure 
haben gezeigt, daB auf spektrophotometrischem Wege sehr feine Kon- 
zentrationsunterschiede der Gallensiuren — Unterschiede von 0,025 mg 
und noch weniger — sehr leicht festgestellt werden kénnen, vorausgesetzt, 
daB die Gesamtkonzentration einen Grenzwert nicht unterschreitet, der 
von der Temperatur des Wasserbades, Verweildauer im Wasserbad, ab- 
hangt. Unter den Bedingungen meiner Versuche variierte dieser Grenzwert 
zwischen 0,05 bis 0.06mg Glykocholsiure. Die Proben von 0,1, 0,125 
und 0,150 mg Glykocholséure lassen sich sehr leicht spektrophotometrisch 
voneinander unterscheiden. Dagegen lassen sich die Gesamtmengen kleiner 
als 0,05 mg auf diesem direkten Wege nicht nachweisen, wohl aber nach 
Zufiigung ganz geringer genau bekannter Mengen von Glykocholsiure. 
Die Erklérung liegt wahrscheinlich darin, da8 zum Zustandekommen 
der eigentlichen Pettenkoferschen Farbreaktion mindestens die letzt- 
genannten Gallensiuremengen vorhanden sein miissen. Ist aber die Reaktion 
schon im Gange, so ist die Intensitat der Pettenkofer-Farbe der Konzentration 
der Gallenséiure proportional. 

Aus diesen orientierenden Vorversuchen folgt, daB, wenn die zu unter- 
suchende Blutmenge weniger als 0,05 mg Gallenséiure enthalt, diese letztere 
nur dann quantitativ ermittelt werden kann, wenn man zum Blute eine 
genau bekannte sehr kleine Menge von Gallenséiure zusetzt. Die Differenz 
zwischen dem spektrophotometrisch ermittelten und dem zugesetzten 
Wert entspricht dem tatsachlichen Gallensiuregehalt des zu untersuchenden 
Blutes. Es ist aber noch aus anderem Grunde der Zusatz von sehr kleinen, 
genau bekannten Gallensiuremengen zum Blute erforderlich. Durch 
alkoholische Extraktion des Blutes, Zusatz von Bariumhydroxyd, Filtration, 
Behandlung mit wasserfreiem Ather usw., wie es die Methode von Aldrich 
und Bledsoe mit einer kleinen Abanderung von mir vorschreibt, gelingt 
es nicht, die Gallensaéuren véllig zu isolieren. Es sind stets noch alkohol- 
lésliche Begleitstoffe vorhanden, welche eine ganz leichte spektrophoto- 
metrisch nachweisbare Triibung der Pettenkoferschen Farblésung_ ver- 
ursachen, eine Triibung, welche in unspezifischer Weise einen Teil der 
Spektralstrahlen absorbiert. Dadurch miissen natiirlich quantitative 
Fehler entstehen. Untersucht man naémlich die Blutprobe ohne Gallen- 


! Der Apparat wurde Herrn Prof. Asher von der Stiftung zur Férderung 
der wissenschaftlichen Forschung an der Universitat Bern zur Verfiigung 
gestellt. 
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<aurezusatz nach Beendigung aller in der Methodik angegebenen Manipula- 
tionen spektrophotometrisch in dem der Pettenkofer-Farbe zugehdorigen 
Spektralbezirk, so findet man, wie der Versuch vom 26. November 1932 
leutlich zeigt, eine vermehrte Lichtabsorption gegeniiber der Kontroll 
losung (destilliertes Wasser ohne Gallensiiurezusatz, welches genau det 
vleichen Behandlungsweise unterworfen wurde, wie die zu untersuchende 
Blutprobe). 
Tabelle I. 


Versuch vom 26. November 1932. Wellenlange 57: 





Skalenteile des MeBkreises des Nicol-Prismas, bei denen 
die Gleichheit der Helligkeiten beider Gesichtsfelder eintritt 


| 60.0 120.0 239.8 300.0 

Blut probe 60,2 129,0 240.0 300.0 
60.0 120.2 240.2 2998 

57,0 123,0 237,2 302.6 

Kontrollprobe 57,2 123,2 237.2 302.8 
| 57,4 123.0 237.4 303.0 


DaB diese Absorption aber keine spezifische ist, vielmehr von det 
Anwesenheit von alkoholléslichen Begleitstotfen herriihrt, lehrt sehr an- 
schaulich die Fortsetzung des gleichen Versuchs vom 26. November 1932, 
wo die Lichtabsorption durch die zu untersuchende Blutprobe nach Schluls 
aller Reaktionen nicht im engbegrenzten Spektralbezirk, sondern fort - 
laufend in verschiedenen, in kleinen Abstaénden voneinanderliegenden 
Spektralregionen untersucht wurde. 


Tabelle Il. 


Versuch vom 26. November 1932 (Fortsetzung). 





Wellentinge | SkeHentelle, bel denen | Wettentange Savon, vel denen 
mu felder gleich aussehen mu felder gleich aussehen 
690 57,0 566 60,0 
670 58,0 560 60,0 
659 58,0 550 60,2 
630 58.0 540 60,2 
620 58,2 536 60,4 
610 59,2 530 60,4 
690 59,2 524 61,0 
590 59,2 516 62,0 
580 60,0 504 63,2 
576 60,0 490 64,0 
572 60,0 





Wie aus der Tabelle II ersichtlich ist, liegt das Mayimum der Licht- 
absorption in einem fiir die Pettenkofer-Reaktionsfarbe nicht spezifischen 
Spektralbezirk. Ein ahnliches spektrophotometrisches Bild erhalt man auch 
dann, wenn man am SchluB der Aldrich-Bledsoeschen Methode bei der 
Ausfiihrung der Pettenkofer-Reaktion statt Schwefelsiure plus Rohrzucker 
nur Schwefelsaure allein zu dem Riickstand hinzufiigt. Ahnliche, wenn 
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auch nicht identische Absorptionsverhaltnisse liegen auch bei spektr: 
photometrischer Untersuchung der roten Cholesterin-Schwetelsaurelésuny 
Es gelingt aber trotz der vorliegenden Schwierigkeit durch Zusatz von seh 
kleinen, genau bekannten Mengen von Gallenséure zur Blutprobe wy 
unter Anwendung folgenden Verfahrens das Vorhandensein von Gallen 
siuren quantitativ nachzuweisen. Ich fiigte zur verarbeiteten Blutproly 
0,4 mg Glykocholsaiure hinzu und verdiinnte nach dem SchluB der Petter 

kofer-Reaktion und der Abkiihlung im Eis 


7" — 












aabmg 7 wasser, unmittelbar vor der spektrophoto 

70} 26mg metrischen Messung, die Farblésung auf di: 
69} roa Halfte mit 60°,iger Schwefelsiure. Ich be 
68} zeichne diese Lésung als verdiinnte Blut 
67) Pettenkofer-Farblésung, oder kurz als Farb 
66) lésung I. Sodann fiihrte ich die Pettenko/fer 
65 | sche Reaktion mit 0,4 mg chemisch reine: 
64; ] Glykocholséure aus und verdiinnte dic 
$3} entstandene Farblésung (auch nach Alb 
62 kiihlung und Zentrifugieren) auf die Halfte 
61+ mit der Blutprobe, der keine Gallenséure 
60} lAbaarglionahurve T zugesetzt wurde, die aber nach der Methode 
59} aer Farblisung | von Aldrich und Bledsoe verarbeitet wurde 
8 rier ry Diese Lésung bezeichne ich als verdiinnte 
700 860 620 580 540 500 Kontroll - Pettenkofer -Farblésung oder kurz 
Welleniange in mys als Farblésung II]. Die beiden Lésungen 

Abb. 1. wurden spektrophotometrisch verglichen 


und aus der Differenz der Absorptions- 
gr6Be in dem fiir die Gallenséure bzw. fiir den durch die Pettenkofer-Reaktion 
entstandenen Farbstoff charakteristischen Spektralbezirk unter Beriick- 
sichtigung der Verdiinnung die tatsachlichen Gallensiurewerte im Blute 
ermittelt. Abb. 1 stellt die kurvenmaéBige Darstellung des Versuchs vom 
26. November 1932 dar. 


Aus den einzelnen MeS8punkten wurden zwei Absorptionskurven mit 
der Wellenlainge als Abszisse und der Lichtabsorptionsstarke als Ordinate 
konstruiert. Die Starke der Lichtabsorption wird durch die Teilstrich- 
werte des MeBkreises des Nicolprismas ausgedriickt, bei denen die beiden 
Vergleichsfelder gleich hell erscheinen. Die obere Kurve stellt die Absorp 
tionskurve der Farblésung I, die untere diejenige der Farblésung II dar. 
Abb. 1 zeigt auBerdem zwei der Abszisse parallel verlaufende gerade Linien. 
auf welchen die Gipfelpunkte der Absorptionskurven liegen. Die obere 
Linie entspricht einem Gallenséuregehalt von 0,28 mg, die untere dem- 
jenigen von 0,26mg. Die genannten Gallenséurewerte wurden in der 
Weise ermittelt, da man nach Ausfiihrung der Pettenkofer-Reaktion mit 
genau abgemessenen 0,4mg chemisch reiner Glykocholséure (0,4 cem 
0,1°,ige alkoholische Vorratslésung) die dadurch entstandene Farblésung 
mit Schwefelsaure so lange verdiinnte, bis der gleiche spektrophotometrische 
Wert erreicht wurde, welcher den Gipfelpunkten der Absorptionskurven 
entsprach. Auf diese Weise ermittelte ich fiir den Gipfelpunkt der Absorp- 
tionskurve der Farblésung I den Gallensaéurewert von 0,28 mg, wahrend 
derjenige der Farblésung II 0,26mg betrug. Die Differenz der beiden 
Gallenséurewerte (0,28—0,26 = 0,02 mg) multipliziert mit 2 (die zu 
untersuchende Blutprobe wurde kurz vor der spektrophotometrischen 
Bestimmung auf die Halfte mit Schwefelséure verdiinnt) ergibt den tat- 
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*achlichen Gallenséiuregehalt der zu untersuchenden Blutprobe. Demnach 
nthielten 5ccm Hundeblut, welches ich am 26. November 1932. unter- 
ucht habe, 0,02 . 2 0,04 mg OLS mg-° 

Zu ahniichen Ergebnissen fiihrten auch die Versuche vom 7. Dezember 
1932 und vom 4. Januar 1933, wo gleichtalls das Hundeblut untersucht 
wurde. Da der Verlauf der Absorptionskurven genau der gleiche ist, unter 
asse ich die Abbildung derselben und teile nur die errechneten Werte mit. 
Der Versuch vom 7. Dezember 1932 ergab eimen Gallensdiuregehalt des 
Hundebhites von 0,76 mg-°,, und aus dem Versuch vom 4. Januar 1983 
folgte. daB das zu untersuchende Hundeblut 0,82 mg-°., Gallensiiure enthielt 
ich habe auch einige Versuche mit dem Rinderblut ausgefiihrt, die Resultate 
waren aber durchaus nicht eindeutiger Natur. In einem Versuch fand ich 
keinen deutlichen spektrophotometrischen Unterschied zwischen beiden 
Farblésungen. Zwei Versuche ergaben einen deutlichen Unterschied, der 
allerdings viel kleiner war als bei Untersuchung mit dem Hundeblut. De 
Gallensaiuregehalt des Rinderblutes betrug in diesem Versuch 0,53 mg-' 

SchlieBlich habe ich noch zwei Versuche mit dem Hundeblut angestellt, 
wo ich keine Gallensiure zum Blute zusetzte, statt aber 5cem die vier- 
fache Blutmenge, namlich 20 cem, untersuchte. Da 5cem Hundeblut, 
wie ich friiher gezeigt habe, 0,04 mg Callensiure enthalt, miissen 20 cem 
desselben Blutes einen Gallensauregehalt von 0,16 mg aufweisen, einen 
Wert, der sich spektrophotometrisch leicht nachweisen lat. Tabelle V 
des Versuchs vom 16. Marz 1933 ergibt aber einen viel héheren Wert. 

Als wichtigstes Ergebnis meiner Arbeit betrachte ich mit exakter 
spektrophotometrischer Methodik gelieferten Nachweis des Vorkommens 
von Cholaten im normalen Blute, wodurch die Bedingungen erfiillt 
sind, welche fiir die Aufstellung der Lehre von der hormonalen Regulation 
der Herzschlage durch die Leber absolut erforderlich sind. Die von 
Asher postulierte Abgabe von Cholaten von der Leber an das Blut 
zur hormonalen Regulierung der Herztatigkeit erfahrt durch meine 
Untersuchungen eine besonders kraftige Stitze. 


Zusammenfassung. 


1. Mit Hilfe der von mir modifizierten Mikromethode der Gallen- 
siurebestimmung nach Aldrich und Bledsoe und unter Anwendung des 
Koénigschen Spektralphotometers in der Neukonstruktion von Martens, 
Griinbaum und Bechstein, wurde gezeigt, da} im normalen Hundeblut 
Gallensiuren vorhanden sind. Der Gallensiuregehalt des zu unter- 
suchenden Blutes betrigt 0,8 mg-°,. 

2. Mit diesem Nachweis erfahrt die Lehre, daB die Leber Cholate 
zur hormonalen Regulierung der Herztitigkeit an das Blut abgibt, 
eine neue Stiitze. 
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Biochemische Untersuchung der Tabaktrocknung 
und -fermentation. 


II]. Mitteilung!?: 
Entsteht wihrend der Fermentation Ammoniak, Methylamin und Pyridin 
aus Nicotin? 


Von 


J. Bodnar und Ladislaus Barta. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Debrecen.) 


(Eingegangen am 31. Juli 1933.) 


Die wahrend der Fermentation wahrnehmbare Verminderung des 
Nicotingehaltes im Tabak kann laut Fodor und Reifenberg (1) darauf 
zurickgefiihrt werden, daB das Nicotin sich durch Enzymwirkung 
in Pyridin und Pyrrolidin spaltet, das letztere zerfallt weiter und es 
entsteht Ammoniak und Methylamin. Da diese Verfasser neben der 
auf diese Weise geschehenen Zersetzung des Nicotins keinen Versuchs- 
beweis anfiihren, haben wir uns die Untersuchung der Frage zur Auf- 
gabe gemacht. 


Wahrend der Fermentation der ungarischen Tabake — wie aus 
Bartas (2) Untersuchungen ersichtlich ist — andert sich das Ma der 
Nicetinverminderung mit den Tabaksorten, es kann sogar innerhalb der 
Sorte zwischen weiteren Grenzen schwanken. Als Mittelwert mehrerer 
Bestimmungen ergab sich, da der Nicotingehalt sich am stérksten im 
Kopa-Tabak vermindert (23,3°,), kleiner ist die Verminderung (12,8 bzw. 
10,4°,) in dem Debrecener- und Szegeder Rosen-Tabak, und der Nicotin- 
gehalt des Gartentabaks zeigt iiberhaupt keine Verminderung. Hiernach 
ergab sich fiir das Studium des Mechanismus der Nicotinzersetzung als 
besonders geeignet der Kopa-Tabak, welcher die oben vorausgesetzten 
Zersetzungsprodukte in gréBter Menge enthalten mu8. Aus den Unter- 
suchungen von Bodnar und Barta (3) ist ersichtlich, daB der Ammoniak- 
gehalt des Kopa-Tabaks wahrend der Fermentation eine kaum in Betracht 
zu ziehende oder gar keine Erhéhung zeigt, es kann also aus dem wahrend 
der Fermentation des Kopa-Tabaks verschwindenden Nicotin kein 
Ammoniak entstehen. 


1 J. Mitteilung: J. Bodnar u. L. Barta, diese Zeitschr. 247, 218, 1932; 
Il. Mitteilung: L. Barta, ebenda 257, 406, 1933. 
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Was das Vorkommen der anderen zwei vorausgesetzten Zersetzungs- 
rodukte des Nicotins (Methylamin und Pyridin) im Tabak betrifft, haben 
wir in der uns zur Verfiigung stehenden Literatur keine positive Angabe 
sefunden, ob das Vorhandensein des Methylamins und Pyridins im Tabak 
nachzuweisen gelungen wire. Es kann vorausgesetzt werden, daB sich die 
wahrend der Fermentation aus dem Nicotin entstehenden fliichtigen Zer- 
setzungsprodukte aus dem sich stark erwarmenden Tabak vertliichtigen, 
lies ist aber therhaupt nicht wahrscheinlich, denn der Tabak reayiert 
sauer, und die Wasserstoffionenkonzentration des Tabaks vermindert sich 
wahrend der Fermentation nicht, sondern erhéht sich wie dies Bodnar 
und Barta (4) nachgewiesen haben —, andererseits haben wir nachgewiesen, 
daB der Gesamtstickstoffgehalt des Tabaks wahrend der Fermentation 
iiberhaupt keine Verminderung zeigt!. Der absolute Nicotingehalt des 
Kopa-Tabaks vermindert sich wahrend der Fermentation durchschnittlich 
rund um 1°,,, wenn das auf diese Weise verschwindende Nicotin auf Pyridin, 
Methvlamin und Ammoniak entfallt, und vorausgesetzt, dal die Hilfte 
des Pyridinstickstoffs des Nicotins jene Menge ist, aus der Methylamin 
entsteht, miiBbte der fermentierte Kopa-Tabak 0.5°, Pyridin und 0,1 °% 
Methylamin enthalten. 


Laut unseren im experimentellen Teil beschriebenen Untersuchungen 
konnten wir in dem fermentierten Kopa-Tabak kein Pyridin und Methyl- 
amin nachweisen. Indem wir zum Tabak viel weniger (0,005°,,) Pyridin 
und Methylamin als die bezeichneten Mengen hinzugaben, konnten wir 
ihre Gegenwart mit totaler Genauigkeit nachweisen. Auf Grund all 
dieses kann die bei Fermentation eintretende Nicotinverminderung 
nicht derart erklart werden, da das Nicotin in Pyridin und Pyrrolidin 
und das letztere in Ammoniak und Methylamin zerfallt. Auf Grund 
unserer bisherigen Wahrnehmungen halten wir es fiir wahrscheinlich 
daB der Mechanismus der wihrend der Fermentation eintretenden 
Nicotinverminderung auf die Enzymoxydation des Nicotins zurick- 
gefiihrt werden kann. Hiermit kann jene Verbindung in Zusammen- 
hang gebracht werden, welche wir zwischen der Wasserstoffionen- 
konzentration der Tabake und der wahrend der Fermentation 
wahrgenommenen Nicotinverminderung in solchem = Sinne_ fanden, 
daB mit einer kleineren Wasserstoffionenkonzentration eine gréBere 
Nicotinverminderung verbunden ist. So z. P. vermindert sich von den 
untersuchten ungarischen Tabaken in dem Gartentabak von grébter 
Wasserstoffionenkonzentration (px 5.4) der Nicotingehalt wahrend 
der Fermentation kaum, hingegen begegnen wir in dem Kopa-Tabak 
einer Wasserstoffionenkonzentration py 6 und einer rund 25° igen 


1G. Klein und M. Steiner (Jahrb. f. wissensch. Bot. 68, 602, 192s) 
berichten tiber die tiberraschende Tatsache, dab die Blatter und Blumen 
zahlreicher Pflanzen Ammoniak und Amine an die umgebende Luft al- 
geben. Hier ist aber von solch kleinen Mengen die Rede = ()/jy9 und 
1/000 Mg), welche in unserem Falle tiberhaupt nicht in Betracht gezogen 
werden kénnen. 
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Nicotinverminderung. Wir halten es fiir interessant, hier darauf hin 


zuweisen, daB in dem Tabakrauch dem Pyridin nicht enthaltenden 
Tabak gegeniiber eine bedeutende Menge Pyridin nachgewiesen 


werden kann. Nach Lehmanns (5) Untersuchungen macht die Meng: 
des Pyridins den dritten bis vierten Teil des Nicotins aus!. Das in 
dem Tabakrauch nachgewiesene Pyridin kann keineswegs aus Nicotin 
entstehen, denn wir wissen aus den Untersuchungen von Nagy (6). 
daB aus dem im Tabak vorhandenen Nicotin beim Verbrennen des 
Tabaks nichts zerfallt, das Nicotin geht zu 100°, in den Rauch iiber. 


Experimenteller Teil. 
I. Nachweis des Methylamins. 


Es wurden 100 g¢ fermentierte Kopa-Tabake in einem 1000-cem-Kolben 
mit 500 cem Wasser durchgemischt, 50g Magnesiumoxyd hinzugegeben. 
der Kolben mit einer verdiinnte Salzsiure enthaltenden Waschflasche 
verbunden, auf 40°C erwairmt und 12 Stunden hindureh Luft durch- 
yesaugt. Hierbei geht das Ammoniak, das eventuell vorhandene Methy!- 
amin und sehr kleine Mengen Nicotin in die Salzséure iiber, um dort 
gebunden zu werden. Zur Abscheidung des tibergegangenen Nicotins wurde 
zur Salzséurelésung | bis 2cem Silicowolframsaurel6sung hinzugegeben und 
der entstandene Niederschlag nach zwoélfstiindigem Stehen abfiltriert. Das 
mit Natronlauge alkalisierte Filtrat wurde in eine verdiinnte Salzséure- 
lésung tiberdestilliert und das Destillieren solange fortgesetzt, bis 1 Tropfen 
des Destillats keine alkalische Reaktion mehr zeigte. Das salzsaure 
Destillat wurde auf dem Wasserbad zur Trockne eingedampft und die 
gewonnene trockene Substanz mit absolutem Alkohol extrahiert. Der 
mittels Eindampfen der alkoholischen Lésung zur Trockne gewonnene 
Riickstand wurde nochmals mit absolutem Alkohol extrahiert und dieses 
Verfahren noch einmal wiederholt. Der gewonnene und noch eine be- 
deutende Menge Ammoniumchlorid enthaltende Riickstand wurde in 
50 cem Wasser gelést, 4g gelbes Quecksilberoxyd (7) hinzugegeben und 
die Mischung in einer Schiittelmaschine 1 Stunde hindurch geschiittelt. 
Die abfiltrierte Lésung wurde alkalisiert, sodann abdestilliert; das Destillat 
reagierte total neutral, es enthielt also der Tabak kein Methylamin. 

Der beschriebene Vorgang wurde als Kontrolle derartig wiederholt, 
daB zu einer wiisserigen Suspension von 100g Tabak 5mg (= 0,005°,) 
Methylamin hinzugegeben wurden. Das nach Behandlung mit Quecksilber- 
oxyd gewonnene alkalische Destillat wurde mit n/100 HCl titriert (Methyl- 
rot) und verbrauchte 14,8cem n/l00 HCl, was 4.59 mg Methylamin 
entspricht. 

2. Nachweis des Pyridins. 


Es wurden zu 10g Tabak in einem 1-Liter-Rundkolben 100 cem kon- 
zentrierte Kochsalzlésung und 5g Magnesiumoxyd hinzugegeben und die 
frei gemachten fliichtigen Basen mit Wasserdampf in verdiinnte Salzsaure- 
lésung tberdestilliert. Das Destillieren wurde solange fortgesetzt, bis 


1 Bartas noch nicht publizierte Untersuchungen zeigen, daB der 
Pyridingehalt des Tabakrauches viel weniger betragt als diese Menge. 
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Tabaktrocknung und -fermentation. III. 3SY 


einige Tropten des Destillats mit Silicowolframsaurel6sung keine Triibung 
mehr gaben. Das Nicotin wurde aus dem Destillat mit Silieowolfram- 
siure abgeschieden', der entstandene Niederschlag nach zwélfstiindigem 
Stehen abfiltriert, das Destillat alkalisch gemacht, abdestilliert und im 
Destillat auf Pyridin gepriift. Zum Nachweis des Pyridins haben wir die 
von Kénig (8) stammende Reaktion gebraucht, wo bei der Einwirkung 
von Bromeyan, Anilin und Pyridin erst eine gelbe, sodann eine orange 
Farbung entsteht, in Gegenwart von mehr Pyridin ein roter kristallinischer 
Niederschlag.  Diose Reaktion haben jiingst Auwlikow und Krestowosd- 
wigenskaja (9) zur kolorimetrischen Bestimmung sehr kleiner Mengen 
Pyridins verwendet; die Reaktion ist so empfindlich, daB mit derselben 
0,025 mg Pyridin in | Liter Lésung bestimmt werden kénnen. Mit dieser 
empfindlichen Reaktion gelang es nicht, in dem aus aus dem Tabak er- 
haltenen Destillat die Gegenwart des Pyridins nachzuweisen. Als Kon- 
trolle haben wir zu 10 g¢ Tabak 0,5 mg ( 0,005°..) Pyridin hinzugegeben 
und haben nach obigem Verfahren eine starke Pyridinreaktion erhalten. 

Nach bisher noch nicht publizierten Untersuchungen von arta 
destilliert aus einer Pyridin und Nicotin enthaltenden Lésung, welche eine 
Wasserstoffionenkonzentration py 3,2 besitzt, nur das Pyridin, es geht 
kein Nicotin tiber. Indem wir das aus dem Tabak gewonnene erste Destillat 
dementsprechend untersuchten, konnten wir Pyridin auch nicht nachweisen. 
Die Kontrolluntersuchung fiihrte auch hier zu positivem Resultat. 


Zusammenfassung. 

1. Bei den ungarischen Tabaken vermindert sich der Nicotingehalt 
waihrend der Fermentation am starksten im Kopa-Tabak. 

2. Beziiglich des Mechanismus der Nicotinverminderung kann 
jene Erklarung nicht standhalten, laut welcher das Nicotin in Pyridin, 
Ammoniak und Methylamin zerfallt; es ist wahrscheinlich, dab dic 
Verminderung des Nicotingehaltes auf die Enzymoxydation des Nicotins 
zuriickgefiihrt werden kann. 

3. Zwischen der Wasserstoffionenkonzentration des Tabaks und 
dem Ma der Nicotinverminderung besteht ein umgekehrtes Verhaltnis. 


Literatur. 
1) A. Fodor u. A. Reijenberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 162, 1, 1926. — 
2) L. Barta, Dohanybiokémiai vizsgélatok (ungarisch). Dissertation 
Debrecen 1952. — 3) J. Bodnar u. L. Barta, diese Zeitschr. 247, 218, 1932. 
- 4) Dieselben, 1. c. — 5) K. B. Lehmann, Arch. f. Hyg. 68, 321, 1908. 
6) V.L. Nagy, diese Zeitschr. 254, 94, 1952. — 7) M. Guggenheim, Die 
biogenen Amine, 8. 52. Berlin 1924. 8) u. 9) J. W. Kulikow u. T.N. 


Krestowosdwigenskaja, Zeitschr. tf. analyt. Chem. 79, 452, 1930. 


1 Das Pyridin gibt mit Silicowolframsaure keine Abscheidung, wenn 
es in einer gréBeren Verdiinnung als |: 3000 vorhanden ist. 





Beitrige zur stufenphotometrischen Mikroanalyse 
des Harnes und des Blutes. 


X. Mitteilung!: 
Quantitative Bestimmung des Blutzuckers. 


Von 
Carl Urbach. 
(Aus dem Physiologischen Institut der deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 31, Juli 1933.) 


Wesentliche Fortschritte auf dem vielfach bearbeiteten Gebiet 
des Kohlenhydratstoffwechsels erméglicht eine neue Blutzucker. 
bestimmung nach Benedict (1), welche auf dem kolorimetrischen Vergleich 
der Farbreaktion beruht, die man durch ein besonderes, hochspezifisches 
Kupferreagens erhalt. Diese Vorschrift, nach welcher die Bestimmung 
des Blutzuckers unmittelbar aus den Gesamtblutfiltraten durchgefihrt 
wird, erméglicht die Bestimmung nicht nur in gréBeren, sondern auch 
in ganz kleinen Blutmengen, wie z. B. von 0,1 ccm und weniger. Das 
Prinzip der Methode besteht darin, daB Zucker cine alkalische Kupfer- 
tartaratlésung reduziert, wobei sich Cu,O bildet, welches sehr leicht 
rickoxydiert. Bei Zugabe von Phosphormolybdansaure wird diese 
unter Bildung einer blauen Farbe von dem gebildeten Cu,O reduziert. 
Das Cu wirkt hier als Katalysator, da ja Glucose an und fiir sich ein 
ziemlich schwaches Reduktionsmittel ist. Die so entstandene Blau- 
farbung wird im Kolorimeter gegen eine Glucosestandardlésung ver- 
glichen. 

Die stufenphotometrische Bearbeitung der von Benedict — an- 
gegebenen Methode erschien uns zweckmaBig. weil nach den von dem 


1 |. Mitteilung, diese Zeitschr. 236, 164, 1931; II. Mitteilung, ebenda 
239, 28, 1931; III. Mitteilung, ebenda 239, 182, 1931; IV. Mitteilung, 
ebenda 241, 222, 1931; V. Mitteilung, ebenda 241, 226, 1931; VI. Mitteilung, 
ebenda 252, 74, 1932; VIL. Mitteilung, ebenda 252, 292, 1932; VIII. Mit- 
teilung, ebenda 252, 406, 1932; LX. Mitteilung, ebenda 259, 351, 1933. 
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Stufenphotometrische Mikroanalyse des Harnes und Blutes. XN. 391 


Verfasser vorgenommenen Anderungen die Bestimmung ziemlich einfach 
und rasch durchzuftihren ist und durch das neue Kupferreagens eine 
wesentlich erhéhte Empfindlichkeit und Spezifitat der Methode gewahr- 
leistet wird. 

Im Laute der eigenen Untersuchungen mubten wir aber die Vorschritt 
doch in gewisser Hinsicht andern, weil wir mit dem Stufenphotometer 
unter anderen Bedingungen arbeiten als mit dem Kolorimeter.  Speziell 
die Tatsache, daB jegliche Standardlésung entfillt, verlangt eine Koinzidenz 
der MeBbedingungen, die durch die Vergleichsl6sung bei Verwendung eines 
iiblichen Kolorimeters schon im Verfahren gegeben ist. Nur so war es 
erklarlich, daB die Vorschrift Benedicts nicht ohne weiteres auf das Stupho 
iibertragen werden konnte und sich bei threr strikten Einhaltung Dis- 
krepanzen in den einzelnen Ablesewerten zeigten, die eine Aufstellung 
reproduzierbarer Eichkurven geradezu unméglich machten. Der Grund 
dieser Diskrepanzen lag, wie Tabelle | entnommen werden kann, in der 
zeitlichen Veranderung der Lésung, die innerhalb der ersten 15 Minuten 
sehr rasch in ihrer Farbintensitaét abnahm. Gerade aber innerhalb der 
ersten 10 Minuten muBte jedoch nach Benedict gemessen werden, eine 
Vorschrift, die zulassig ist, wenn man, wie er ein Kolorimeter benutzt, bet 
dem also mit einer Vergleichslésung gearbeitet werden muh, welche zugleich 
mit der zu untersuchenden Lésung hergestellt sowie kolorimetriert wird 
und die sich nach seinen Angaben in den ersten 10 Minuten genau so wie 
die zu untersuchende Probe verandert. 





Tabelle I. 
Mikromethode Makromethode 
Probe Probe 
Zeit I I] Il IV I Il Ill IV 
004mg 0,08 me O10mg O18 me 005mg O10me 05mg 0,20 mg 
Schichtdicke Schichtdicke 
Min. 5 mm 2.5 mm 2,5 mm 2.5 mm 20 mm 10 mm 10 min 10 mm 
2 | 41,5 ~ 87,2 21,0 30.0 300156 AT 
5 48.1 48.0 39,3 23,7 34,0 34,0 20,3 13,7 
10 53,0 53,0 45.0 27,2 38,5 38,4 22,8 15,0 
15 - 56,0 49,0 28,7 39.9 39.6 24.8 16.1 
20 56,0 56,1 49.0 28.6 40.0 39.7 25,1 16,0 
30 56,0 56.1 49.1 28,8 39,9 39,6 24,9 16,1 
40 55.9 56.0 49.0 28,7 40,0 39,7 25,1 16,2 
60 56,0 56,1 49,0 28,7 40,2 me 25,1 16,3 
80 — _ — 28.7 40,5 41,0 26,2 17,0 
100 56,0 56,1 49.1 28.6 — — 


Die in dieser Richtung gefiihrten Versuche ergaben also, dab nach 
15 Minuten die Farbintensitat der Lésung durch etwa 45 bis 85 Minuten 
konstant blieb und so ein bequemes Photometrieren méglich war. Die 
innerhalb dieser Zeit erhaltenen Ablesewerte waren durchaus reprodu- 
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zierbar und ihre negativen Logarithmen ergaben bei Priifung des 
Beerschen Gesetzes eine Gerade in einem Koordinatensystem, dessen 
Abszisse die Konzentrationen und dessen Ordinate die zugehérigen 
negativen Logarithmen bildeten, so daB bei Verwendung des Stufen- 
photometers schon rein rechnerisch der gesuchte Wert ermittelt werden 
konnte, wenn man einmal den negativen Logarithmus der Durch- 
lassigkeit fiir einen bestimmten Glucosegehalt festgestellt hatte. 


Vor Angabe der endgiiltigen Vorschrift sei noch kurz eine kleine 
Anderung der Folinschen Réhrchen begriindet. Benedict gibt an. 
daB ihr Inhalt zwecks Luftabschlu8 mit Benzol zu iberschichten sei 
Da wir aber die gefirbte Fliissigkeit direkt aus den Réhrchen in die 
Kiivetten schiitten, geht zwangsliufig etwas Benzol mit. Das mubte 
unbedingt vermieden werden und wir erreichten dies dadurch, dal 
wir in die Réhrchen gut dichtende Glasstépsel einschleifen lieBen, 
welche die Lésung vor Luftzutritt schiitzten und die Durchmischung 
derselben leicht erméglichten. 


FolgendermaBen geht man also bei der quantitativen stufenphoto- 
metrischen Bestimmung des Blutzuckers vor: 


An Reagenzien sind erforderlich: 1. Molybdanwolframreagens, 2. 0,62 1 
Schwefelséure, 2. Natriumbisulfitlésung, 4. Farbreagens, 5. Kupferreagens. 


Zul. 10g reine, ammoniakfreie Molybdansaure werden 4 bis 5 Minuten 
mit 50cem n Natronlauge langsam gekocht, filtriert und des Filter mit 
etwa 150cem heiBem Wasser ausgewaschen. Das Gesamtfiltrat wird 
abgekiihlt, mit einer Lésung von 80g wolframsaurem Natrium, das in 
etwa 600 ccm Wasser gelést ist, gemischt und auf 1] Liter aufgefiillt. 


Zu 2. 620cem n H,gSO, werden auf | Liter aufgefiillt. 
Zu 3. 1° ig. In dunkler Tropfflasche durch 3 Wochen haltbar. 


Zu 4. 150g reiner, ammoniakfreier Molybd4anséure und 75g reiner. 
wasserfreier Soda werden in einen groBen Erlenmeyer-Kolben gebracht. 
Unter Schiitteln wird langsam solange destilliertes H,O hinzugefiigt, bis 
etwa 500 cem vorhanden sind. Nach kraftigem Schiitteln wird bis zum 
Kochen erhitzt, bis méglichst viel von dem Niederschlag gelést ist. Dann 
wird filtriert und der unlésliche Rest mit heiBem Wasser solange aus- 
gewaschen, bis das gesamte Filtrat etwa 600 ccm betragt. Dann werden 
300 cem 85°.igor Phosphorséure dazugegeben und nach dem Abkiihlen 
auf 1 Liter verdiinnt. 


Zu 5. 15g wasserfreies Natriumearbonat, 3 g Alanin, 2 g Rochellesalz 
(Seignettesalz) und 3 g kristallisiertes Kupfersulfat werden in Wasser gelést 
und auf 500 cem aufgefiillt. Das Natriumearbonat, Alanin und Rochellesalz 
werden in 300 bis 400ccem destillierten Wassers aufgelést. Das Kupfer- 
sulfat wird getrennt in 50 bis 75 cem Wasser aufgelést und unter bestandigem 
Riihren zu der anderen Lésung zugegeben. Die tiefblaue Fliissigkeit wird 
auf 500 cem verdiinnt und gut durchgemischt. Bei kiihlerem Aufbewahren 
ist sie nach Angabe von Benedict mindestens 6 bis 8 Wochen haltbar: bei 
warmem Wetter schlagt sie bereits friiher um. 
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Stutenphotometrische Mikroanalyse des Harnes und Blutes. NX. 393 


Das Kupferreagens mub vor dem Gebrauch mit der Natrium- 
hisulfitlisung versetzt werden, und zwar bei der Mikromethode (0.1 com 
Blut) mit 2 Tropfen Bisulfit pro Kubikzentimeter Kupferreagens bzw. 
2 ccm Bisulfit pro 20 cem Kupferreagens, bei der Makromethode (1 ccm 
slut) mit 1 Tropfen pro Kubikzentimeter Kupferreagens bzw. 1 ccm 
Bisulfit pro 20 ccm Kupferreagens. Der Zusatz von Bisulfit bedingt 
nach Benedict eine hohe Spezifizitat des Reagens fiir Glucose, aber 
nicht fiir andere Cu reduzierende Substanzen, die sich im Blute befinden. 
Auf diese Weise wird die durch diese Substanzen hervorgerufene Farbung 
prozentual so gering, daB sie unbeachtet bleiben kann. 


Bei der Makromethode wird zur Fallung des Gesamtblutes 1 com 
mit 7¢cm Wasser hamolysiert, 1 ccm Molybdinwolframreagens und 
1 ccm der 0,62 n Schwefelsaure dazugegeben, umgeschiittelt und filtriert. 
2cem des Blutfiltrats werden in eine Folin-Zuckerréhre gebracht. 
2cem des Kupferreagens, das das Bisulfit bereits enthalt, hinzugefiigt 
und genau 5 Minuten im kochenden Wasserbad erhitzt, wobei das 
Réhrehen erst nach 15 bis 20 Sekunden nach Einsetzen ins Wasserbad 
zugestépselt wird. Nach Verlauf von 5 Minuten wird das Réhrchen 
1 bis 2 Minuten unter der Wasserleitung gekiihlt und 2 ccm des Farb- 
reagens hinzugegeben. Erst unmittelbar vor Zugabe des Farbreagens 
wird entstépselt. Sofort nach Zugabe des Farbreagens muB das Rohrchen 
wieder verschlossen und sein Inhalt durch seitliches Schwenken durch- 
gemischt werden: nach etwa 1 Minute wird mit destilliertem Wasser 
auf 25 ccm aufgefiillt. Die gefairrbte Lésung bleibt nun durch 15 Minuten 
in dem verschlossenen Zuckerréhrchen und ist dann gebrauchsfertig 
fiir die stufenphotometrische Messung. Diese wird mit dem Filter 8 61! 
in einer Kiivette von 10 bzw. 5mm Schichtdicke vorgenommen und 
ist innerhalb 3/, Stunden durchzufiihren. Die Tabelle II erméglicht 
die direkte Ermittlung des gesuchten Blutzuckergehaltes nach fest- 
gestelltem Ablesewert. 


Bei dem Mikroverfahren muB man zur Enteiweibung eine verdiinnte 
Wolframmolybdansaurelésung herstellen. Zu diesem Zwecke miBt man 
5ceem des Molybdinwolframreagens in einen 250cem fassenden Kolben 
ab. Es werden ungefaihr 150 ccm destillierten Wassers und darauf 5 ecem 
0,62 n Schwefelsiure hinzugefiigt. Es wird auf 250cem aufgefiillt und 
durchgemischt. Diese Lésung wird am besten alle 3 bis 5 Tage frisch 
angesetzt. 5 ccm dieser Lésung werden in eine 15 ccm fassende Zentrifugen- 
rohre gebracht. Darauf wird das Blut mit Hilfe einer Pipette, die 
nur O.lecem faBt, unter Schiitteln pipettiert und die Pipette zwei- oder 
dreimal mit der Fallungslésung ausgespiilt. Dann wird das Roéhrehen 
zugestépselt, kraftig umgeschiittelt und nach etwa | Minute etwa 3 Minuten 
lang zentrifugiert. 


' Die Wahl des Filters ergibt sich aus der typischen Farbkurve. 
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Auftstellung der den Trommelablesewerten entsprechenden Zuckermenget 


C. Urbach: 


Tabelle LI. 
Makromethode. 








in mg pro 100 ccm Blut unter Vorschaltung des Filters 8 61. 





Trommel- 
ablesewert 


10,0 
10,1 
10,2 
10.3 
10,4 
10.5 
10.6 
10,7 
10,8 
10.9 
11.0 
11,1 
11,2 
11,3 
11,4 
11,5 
11,6 
11,7 
11,8 
11,9 
12.0 
12,1 
12,2 
12,3 
12,4 
12,5 
12,6 
12,7 
12,8 
12,9 
13.0 
13,1 
13,2 
13,3 
13,4 
13,5 
13,6 
13,7 
13.8 
13,9 
14,0 
14,1 
14,2 
14,3 
14,4 


mg Zucker 
bei 10mm 
Schiehtdicke 


127,5 
127,0 
126.5 
125.9 


mg Zucker 
bei 5mm 
Schichtdicke 


255.0 
254.0 
253,0 
251,8 
950.8 
249,6 
248,6 
247,6 
246.6 
245.6 
244.6 
243.6 
242.6 
241.6 
240.6 
239.6 
238,6 
237,8 
236,8 
235,8 
235,0 
234.0 
233.0 
232,2 
231,4 
230,4 
229,4 
228.6 
227,8 
226,8 
226.0 
225,2 
224.4 
223.6 
222.6 
221.8 
221,0 
220,2 
219.4 
218.6 
217.8 
217,0 
216,2 
215,4 
214.6 
214,0 
213,2 
212.4 
211,6 





Trommel- 
ablesewert 


19,2 
19,3 
19,4 
19,5 
19,6 
19,7 


mg Zucker 
bei 10 mm 
Schichtdicke 


105.5 
195,1 
104,7 
104.4 
104.0 
103.6 
103.3 
102.9 
102.6 
102.2 
101.9 
101,5 
101,2 
100.8 
100.5 
100,1 

99,8 

99,5 


mg Zucker 
bei 5mm 
Schichtdicke 


211,90 
210,2 
209.4 
208.8 
908.0 
207,2 
206.6 
205.8 
205,2 
204.4 
203.8 
203.0 
202.4 
201,6 
201,0 
200,2 
199.6 
199,0 
198,2 
197.6 
197,0 
196,4 
195.6 
195.0 
194.4 
193.8 
193.2 
192.4 
191,8 
191,2 
190.6 
190,0 
189,4 
188.8 
188,2 
187,6 
187,0 
186.4 
185.8 
185,2 
184,6 
184.0 
183,4 
182.8 
182,2 
181,6 
181,2 
180,6 
180,90 
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Tabelle IL (Fortsetzung). 
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lrommel- 
ablesewert 


19.8 
19,9 
20,0 


VNNe— 


os, 


NWHovnynwnwnwre 


29,0 


29,6 
29,8 
30,0 


mg Zucker 
bei 10mm 
Schichtdicke 


89,7 
89,4 
892 
88.6 
88,1 
87.5 
87.0 
86.5 
85,9 
85.4 
84,9 
84,4 
83,9 
83,4 
82,9 
82.4 
81,9. 
81,4 
80,9 
89.5 
80,0 
795 
79,1 
78.6 
78,1 
rg a 
77.2 
76.8 
76,5 
75,9 
75.5 
75,1 
74.6 
74,2 
73,8 


SSrrn 


> =I ISI 11 
_ 
> 


~ 
= 


> 


$2 DH SO s© 
Ot Go Te Oto Do de Ore 


6 


mg Zucker 
bei 5mm 
Schichtdicke 


179,4 
178,8 
178.4 
177,2 
176,2 
175,9 
174,0 
173,0 
171.8 
170,8 
169.8 
168,8 
167,8 
166,8 
165,8 
164,8 
163,8 
162.8 
161,8 
161,0 
160,0 
159,0 
158,2 
157, 


SStoroergs 
Co om St 
= d= DO DO 


Pe ee ee 
wNwmzZDOD 


& Ororcr 


Coo 


~_— — 
om ee te 
» saan 
DS 


145,8 
145,0 
144,2 
143,4 
142.6 
141,8 
141,0 
140,2 
139,4 
138,6 
137,8 
137.0 
136,4 
135,6 
134,8 
134,0 
133,4 





Trommel- 
ablesewert 


30.2 
30,4 
30.6 
30,8 
31,0 
31,2 
31,4 
31,6 
31,8 
32,9 
32,2 
32,4 
32.6 
32.8 
33.0 
33.2 
33.4 
33.6 
33,8 
34.0 
34,2 
34,4 
34,6 
34,8 
35,0 
35,2 
35.4 
35,6 
35,8 


mg Zucker 
bei 10mm 
Schichtdicke 


66,3 
65.9 
65.6 
65,2 
64,8 
64.5 
64,1 
63,8 
63.4 
63.1 
62.7 
62.4 
62.1 
61.8 
61,3 
61,1 
60.7 
60,4 
601 


z 


BI OT OF ON 


pee ree IND ID DO Co Go So Go 


—, 


to 


coooc»#o ooo 


oreo 
= 
-_ aD 


49.4 
48.7 


mg Zucker 
bei 5mm 
Schichtdicke 


132.6 
131.8 
131.2 
130.4 
129.6 
129.0 
128,2 
127.6 
126.8 
126.2 
125.4 
124.8 
124,2 
123.6 
122.6 
122.9 


oo.6 


121,4 


109.6 
109.0 
108.4 
107,8 
107,2 
106.6 
106.0 
105.4 
105.0 
104.4 
103.8 
103.2 
102.6 
102.0 
101,2 
100.2 

98.8 

97,4 
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Tabelle Ll (Fortsetzung). 








Veonimel- mg Zucker mg Zucker Trommel- mg Zucker mg Zucker 
bei 10 bei 5 . : bei 10 bei 5 
ablesewert Schichtdicke Schichtdicke ablesewert Schichtdieke Schichtdicke 
42,0 48,1 a 55,0 33,1 66,2 
42.5 474 94, 55.5 32.6 65,2 
43,0 46,8 93.6 56.0 32,1 64,2 
43.5 46,1 ae 56,5 31,6 63.2 
44,0 45.5 91,¢ 57,0 31,1 62,2 
44.5 44.9 89,8 57,5 30,7 61,4 
45,0 44,2 88,4 58.0 30,2 60,4 
45,5 43.6 7.2 58,5 29,7 59,4 
46,0 43,0 86,0 59,0 29,2 58.4 
46,5 42.4 84,8 59,5 28,8 57.6 
47,0 41,8 83,6 60,0 28,3 56,6 
47,5 41,2 82,4 61,0 27,4 54,8 
48.0 40,7 81,4 62,0 26,5 53,0 
48,5 40,1 80,2 63,0 25.6 51,2 
49,0 39,5 79,0 64,0 24,7 49,4 
49.5 39,0 78,0 65,0 23,9 47,8 
50,0 38,4 76,8 66.0 23,0 46,0 
50,5 37,8 75,6 67,0 22,2 44.4 
51,0 37.3 74,6 68,0 21,4 42.8 
BLS 36,8 73,6 69,0 20.6 41,2 
52,0 36,2 72,4 70,0 19,8 39,6 
52.5 35,7 71,4 71.0 19,0 38,0 
53,0 35,2 70.4 72.0 18,2 36.4 
53,5 34,6 69,2 73,0 17,4 34,8 
54,0 34,1 68,2 74,0 16,7 33,4 
54,5 33,7 67,4 75,0 15,9 31,8 


2ccm des klaren Blutextraktes werden in die Folin-Zuckerréhre 
pipettiert und 1 cem des bisulfithaltigen Kupferreagens (2 Tropfen Bisulfit 
pro 1 ccm Kupferreagens) hinzugefiigt. Es wird ebenso wie bei der Makro- 
methode genau 5 Minuten lang erhitzt und nach dem Abkiihlen 2 cem des 
Farbreagens zugegeben. Die Lésung wird durch seitliches Schiitteln gemischt 
und 3ccm Wasser zugesetzt. Dann wird nochmals durchgemischt und nach 
Verlauf von 15 Minuten innerhalb 1'/, Stunden gemessen. Es ist zu be- 
merken, daB die nach dieser Zeit eintretende Verainderung der Farbintensitit 
aéuBerst langsam vor sich geht, so da8 ein besonders strenges Einhalten 
dieser Zeitangabe nicht nétig ist. Das Resultat kann aus Tabelle III 
direkt entnommen werden. 


AnschlieBend seien noch einige Vergleichsversuche mit ihren 
Ergebnissen geschildert, welche die Genauigkeit der Blutzucker- 
bestimmung hinreichend belegen. 


Vor allem wurde, um ein klares Bild itber die Verwendbarkeit 
dieser Methodik selbst zu gewinnen, die Bestimmung an gestellten 
Traubenzuckerlésungen maBanalytisch (nach Hagedorn-Jensen) und 
stufenphotometrisch (nach vorliegender Methode) durchgefiihrt. Die 
Resultate sind in Tabelle IV zu finden, wobei noch bemerkt sei, daf 
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Stufenphotometrische Mikroanalyse des Harnes und Blutes. 


Tabelle LIL. 
Mikromethode. 


NX. 397 


Aufstellung der den Trommelablesewerten entsprechenden Zuckermengen 
in mg pro 100 cem Blut unter Vorschaltung des Filters S 61. 





Trommel- 
ablesewert 


10,0 
10,1 
10,2 
10,3 
10,4 
10.5 
10,6 
10,7 
10,8 
10,9 
11,0 
11,1 
11,2 
11,3 
11,4 
11,5 
11,6 
11,7 
11,8 
11,9 
12.0 
12.1 


12,8 


oo 


Orie Cobo 


oo 


$2 $0 Do go 0 So WOE 


Ooo eS 
coms 


a ee 
> be de oe CO oo SO 
° 2 » 
<— 


Ewe So 
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mg Zucker 
bei 10 mm 
Schichtdicke 


210.5 
209.6 
208,7 
297.8 
26.9 
206.1 
205,2 
204.3 
203.5 
202.7 
201.8 
POLO 
200.2 
199.4 
198.6 
197,8 
197,0 
196,2 
195.4 
194.6 
193.9 
193.1 
192.4 
191.6 
190.9 
190,1 
189.4 
188,7 
187,9 
187,3 
186.6 
185,9 
185.1 
184.5 
183,8 
183.1 
182.4 
181.8 
181,1 
180.4 
179.8 
179.1 
178.5 
177.8 
177,2 
176.6 
175.9 
175.3 
174,7 


mg Zucker 
bei 5mm 
Schichtdicke 


421.0 
419,2 
417.4 
415.6 
413.8 
412.2 
410.4 
408,6 
407.0 
405.4 
403.6 
402.0 
400,4 
398.8 
397,2 
395,6 
394,0 
392.4 
399.8 
389,2 
387,8 
386.2 
384,8 
383,2 
381.8 
380.2 
378.8 
377.4 
375,8 
374.6 
373,2 
371.8 
370,2 
369.0 
367.6 
366.2 
364.8 
363.6 
362,2 
360.8 
359.6 
358.2 
357,0 
355.6 
354.4 
353.2 
351.8 
350.6 
349,4 
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Trommel- 
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18,2 
18.3 
18.4 
18.5 
18.6 
18,7 
18,8 
18.9 
19,0 
19.1 
19,2 
19,3 
19.4 
19.5 
19.6 
19.7 


mg Zucker 
bei 10 mm 
Schichtdicke 


174.1 

173.1 

172.8 
172.3 
171.6 
171.1 

170.5 
169.9 
169.3 
168.7 
168, 1 

167.6 
167,0 
166,4 
165.9 
165.3 
164.7 
164,2 
163.7 
163.1 
162.6 
162.0 
161,5 
161.0 
160.4 
159.9 
159.4 
158.9 
158.3 
157,8 
157.3 
156,8 
156.3 
155.8 
155.3 
154,58 
154.3 
153.8 
153.3 
152,8 
152.3 
151.8 
151.4 
150.9 
150.4 
149.9 
149.5 
149.0 
148.5 


mg Zucker 


bei 5 mm 


Schichtdicke 


2% 


348.2 
346.2 
$45.6 
344.6 
343.2 
342,2 
341.0 
339.8 
338.6 
337.4 
336,2 
335.2 
334.0 
332.8 
331,8 
330.6 
329.4 
328.4 
327.4 
326.2 
$25.2 
24,0 
323.0 
322,0 
320.8 
319.8 
3L8S8 
3178 
5166 
315.6 
314.6 
3136 
312.6 
311.6 
3106 
309.6 
SOR 
307.6 
306.6 
305.6 
304.6 
305.6 
302.8 
SOLS 
300.8 
2998 
299.0 
298.0 
2970 
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Tabelle LIL (Fortsetzung). 








Trommel- 
ablesewert 


19,8 
19.9 
20,0 
20.2 
20,4 
20,6 
20,8 
21,0 
21.2 


woot 


DO DO bo be te 
Roe Ro aera rae 


22,4 


mg Zucker 
bei 10 mm 
Schichtdicke 


148,1 
147,6 
147,2 
146.2 
145.4 
144.5 
143.5 
142.7 
141.8 
141,0 
149,1 
139.3 
138,4 
137,6 
136,8 
136,0 
135.2 
134.4 
133.6 
132.8 
132.0 
131,3 
130.5 
129,8 
129,0 
128,2 
127,5 
126.8 
126.0 
125,3 
124,6 
123.9 
123,2 
122.5 
121.8 
121,1 
120,4 
119,7 
119,0 
118,4 
117,7 
117,1 
116,4 
115,7 
115,1 
114,4 
113.8 
113,2 
112.6 
111,9 
111,3 
110,7 
110,1 


mg Zucker 
bei 5 mm 


Schichtdicke 


296.2 
295.2 
294.4 
292.4 
290.8 
289.0 
287,0 
285.4 
283.6 
282.0 
280,2 
278,6 
276,8 
275,2 
273.6 
272.0 
270.4 
268.8 
267,2 
265.6 
264.0 
262.6 
261,0 
259,6 
258,0 
256.4 
255.0 
253,6 
252,0 
250,6 
249,2 
247,8 
246.4 
245.0 
243.6 
242.2 
240.8 
239,4 
238,0 
236,8 
235,4 
234,2 
232.8 
231,4 
230,2 
228.8 
227.6 
226.4 
225.2 
223.8 
222.6 
221.4 
220.2 





Tromme!l- 
ablesewert 


30,2 
30,4 
30,6 
30,8 
31,0 
31,2 
31,4 
31,6 
31,8 
32,0 
82.2 
32,4 
32,6 
32,8 
33,0 
33,2 
33,4 
33,6 
33,8 
34,0 
34,2 
34,4 
34,6 
34,8 
35,0 
35,2 
35.4 
35,6 
35,8 
36,0 
36,2 
36,4 
36.6 
36,8 
37,0 
37,2 
37,4 
37,6 
37,8 
38,0 
38,2 
38,4 
38,6 
38,8 
39,0 
39,2 
39,4 
39,6 
39,8 
40,0 
40,5 
41.0 
41,5 


mg Zucker 
bei 10 mm 
Schichtdicke 


109.5 
108.9 
108.3 
107.7 
107.1 
106.5 
105.9 
105.3 
104,8 
104,2 
103.6 
103.0 
102.5 
101,9 
101,4 
100.8 
100.3 
99,7 
99,2 
98,6 
98,1 
97,7 
97,0 
96,5 
96,0 
95,5 
95,0 
94.4 
93,9 
93,4 
92.9 
92,4 
91,9 
91,4 
90,9 
90,4 
89,9 
89,4 
89,0 
88.5 
88,0 
87,5 
87,0 
86.6 
86,1 
85.6 
85,2 
84,7 
84,2 
83,8 
82.6 


mg Zucker 
bei 5mm 
Schichtdicke 


219.0 
217.8 
216.6 
215.4 
214.2 
213.0 
211.8 
210.6 
209,6 
208.4 
207.2 
206.0 
205,0 
203,8 
202.8 
201.6 
200.6 
199.4 
198.4 
197,2 
196.2 
195.4 
194.0 
193,0 
192,0 
191,0 
190,0 
188.8 
187,8 
186.8 
185.8 
184,8 
183,8 
182.8 
181,8 
180,8 
179.8 
178.8 
178.0 
177,0 
176.0 
175,0 
174,0 
173,2 
172,2 
171,2 
170.4 
169.4 
168,4 
167.6 
165,2 
163,0 
160.8 
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Tabelle III (Fortsetzung). 
Trommel. "Bg Zucker ma Zucker | trommel- ME Zucker me. Zarke 
ablesewert Schichtdicke Schichtdicke ablesewert Schichtdicke Schichtdicke 
42.0 79,3 158.6 55,0 54,7 109.4 
42.5 78,2 156.4 55.5 53.8 107.6 
43.0 77,2 154.4 56,0 53.0 106.0 
43.5 76,1 152,2 56.5 52,2 104.4 
44.0 75.1 150,2 57,0 51,4 102.8 
44.5 74.0 148.0 57,5 50,6 101.2 
45.0 73,0 146,0 58.0 49.8 99.6 
45,5 72,0 144,0 58,5 49.0 98,0 
46,0 71,0 142.0 59,0 48,2 46.4 
46,5 70,0 140.0 59,5 47.5 95.0 
47,0 69.0 138,0 60,0 46,7 93.4 
47,5 68,1 136,2 61,0 45,2 90.4 
48.0 67,1 134.2 62,0 43,7 87,4 
48.5 66,2 132.4 63,0 42.2 S4.4 
49,0 65,2 130,4 64,9 40.8 S1.6 
49.5 64,3 128.6 65.0 39,4 78.8 
50,0 63,4 126.8 66,0 38,0 76,9 
50,5 62,5 125.0 67,0 36,6 73,2 
51,0 61.6 123.2 68,9 35,3 79.6 
51,5 60,7 121.4 69,0 33,9 67.8 
52.0 59,8 119.6 70,0 32.6 65.2 
52.5 58,9 117.8 71,0 31,3 62,6 
53,0 58,0 116.0 72.9 30.0 69.0 
53.5 57,2 114,4 73,0 28,8 57,6 
54,0 56,3 112,6 74,0 27,5 55.0 
54.5 55,5 111,9 75.9 26,3 52.6 


stufenphotometrisch nach der 





Mikromethode 


vorgegangen 


weil ja die Methode nach Hagedorn-Jensen ebenfalls 


methode ist. 


Tabelle 


IV. 


eine 





Traubenzucker 


Mabanalytisch 


mg 


0,100 
0,200 
0,150 
0,080 
0,050 


0101 
0,198 
0,155 
0,081 
0,050 


0,100 
0,198 
O151 
0,080 
0,050 


Stufenphotometrisch 


wurde, 
Mikro- 


Nach diesen Untersuchungen mit Traubenzucker wurde nun eine 


Reihe von stufenphotometrischen Blutzuckerbestimmungen bei Menschen 


und Tieren vorgenommen und mit den maBanalytisch (nach Hagedorn- 


Jensen) ermittelten Werten verglichen. 


Ein Teil dieser Versuche ist 


in Tabelle V aufgenommen. In allen Fallen wurde 0,1 cem Blut ver- 


wendet. 


26 * 








400 (. Urbach. 


Tabelle V. 








Probe Methodik Probe Methodik 

mab- stufen- : matf}- stufen- 

Nr. Art analytisch —, Nr. Art analytisch . 
1 Ratte 91.0 91,2 21 Kaninchen 84,0 84,5 
2 . 122.5 123,5 22 " 98.5 90,3 
3 m 111,0 106.5 23 a 106.5 106,3 
4 * 97,0 94.8 24 i. 99,3 94,5 
5 . 105.5 103,2 25 Pe 126.0 119.1 
6 Katze 159,0 151,0 26 - 78.0 73.6 
7 os 178.5 179,6 27 a“ 91,0 87,0 
8 i 80,0 75,0 28 a 101,0 97,6 
9 Kaninchen 135,0 131,3 29 " 86,5 87,8 
10 “ 126,0 123,7 30 - 94,0 95,4 
11 i 101,0 100,9 31 . 96,5 94.9 
12 a 108,0 112,0 32 ss 109,0 106.0 
13 n 101,0 97,0 33 e 97,5 94,7 
14 - 120,0 117,0 34 “ 107.0 104,3 
15 ‘i 98,5 93.5 35 Mensch 112.0 108,0 
16 * 99,0 98,8 36 i 118,2 118,0 
17 = 100.5 101.9 37 i 146,8 142.1 
18 ‘s 106,90 107,2 38 - 112.6 111,1 
19 ss 87,0 86,5 39 ” 130,1 130,5 
20 iy 84.0 85,6 40 i 112.4 108,0 


Zusammenfassung. 


Es wird eine stufenphotometrische Blutzuckerbestimmung an- 
gegeben, die alle grundlegenden Vorteile der stufenphotometrischen 
Methoden aufweist. 


Literatur. 


1) St. R. Benedict, J. of biol. Chem. 92, 135, 1931; siehe auch derselbe, 
ebenda 92, 141, 1931; .W. Somogyi, ebenda 87, 32, 1930; R. Rockwood, 
ebenda 69, 187, 1926. 
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Uber die Bedingungen der Entstehung 
des Kolloid-Caleium-Phosphorkomplexes im Serum’. 


Von 
M. Laskowski. 


(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule 
in Warschau.) 


(Eingegangen am 3. August 1935.) 


In meiner vorigen Arbeit? habe ich festgestellt, da der Calcium- 
iiberschuB, der in der Legezeit im Hennenblut vorkommt, ganzlich 
kolloidal gebunden ist, c.h. daB die Konzentration des ultrafiltrier- 
baren Calciums konstant bleibt. Die gleichzeitig vorkommenden Ver- 
ainderungen in der Konzentration und im Zustande der Phosphate 
wiesen auf die Entstehung des Kolloid-Calcium-Phosphorkomplexes hin. 
Die Rolle der Phosphate in der Konzentrationsregulierung des ultra- 
filtrierbaren Ca schien desto wahrscheinlicher, weil bei Legehennen 
die Erhéhung des Calciumbindungsvermégens des Kolloids sich nicht 
feststellen lief. 

Die vorliegende Arbeit wurde unternommen, um die Bedingungen 
der Entstehung des Kolloid-Calcium-Phosphorkomplexes zu unter- 
suchen; zugleich trachtete ich auf diesem Wege die Konzentration des 
ultrafiltrierbaren Calciums in vitro zu regulieren. 


Methodik. 


Als Versuchsmaterial nahm ich Rinderserum vom Schlachthof. Das 
Serum wurde nicht vor CQ,-Verlust geschiitzt, deshalb war sein py 3,0 
bis 8,3. Ich bediente mich der Ultrafiltrationsmethode, wobei ich alle in 
der vorigen Arbeit beschriebenen SicherheitsmaBnahmen beachtet und 
den Bechhold-Tiegel benutzt habe. Um die Konzentration des Ca zu er 
héhen, gab ich m/10 CaCl, zum Serum zu; im Falle der Erhéhung der 
Phosphatkonzentration wurde eine Mischung von Na,H PO, und KH,PO, 
vom py 7,4 zugegeben. Das Serum wurde immer aut 10°, des Ausgangs 
volumens verdiinnt. 

Alle Versuche wurden serienweise durchgettihrt und die Konzentration 
des untersuchten Faktors stufenweise in mehreren Portionen desselben 


1 Ausgefiihrt zum Teil mit Unterstiitzung des ,,Fundusz Kultury 
Narodowe]" 
2 Diese Zeitschr. 260, 230, 1933. 
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Serums verandert. Ich wurde dazu durch die Ergebnisse der Tabelle 1 
veranlaBt. Aus dieser Tabelle sieht man namlich, daB nach der Zugabe 


zum Serum von Phosphaten bzw. Calcium und Phosphaten das Gleich- 
gewicht zwischen den kolloidalen und ultrafiltrierbaren Fraktionen sehr 
schnell erreicht wird und wahrend 40 Stunden unverindert bleibt. In 
Fallen, wo nur Ca zugegeben wurde, blieb der Verlauf des Versuchs genau 
derselbe, wie ich es bereits friiher beschrieben habe. 


Tabelle I. 


Zusammensetzung des Ultrafiltrats in Abhangigkeit von der 
Zeitdauer zwischen der Phosphat- oder Phosphat- und Ca- 
Zugabe und dem Anfang der Ultrafiltration. 





Serum Ultrafiltrat 
Versuch Probe Zeit - am i Biota Pp Ca faa P = Ca " re si 
Nr. Std. PH mg/ecm mgeem mgeem mgicem ~ - 
21 Normalserum - $08 0,068 0,104 0,076 | 0,059 45 
dasselbe + P 0 7,82 (0,269) (0,094) 0,281 | 0,052 146 


- +P 18 7,98 (0,269) (0,094) 0,266 0,051 136 
» +P 40 7,95 (0,269) (0,094) 0,272 | 0,049 = 133 


19 Normalserum — 8,19 0,064 0,110 0,067 | 0,060 40 
dasselbe+P+Ca 0 7,90 (0,133) (0,245) 0,090 | 0,089 80 

» +P+Ca 20 7,99 (0,133) (0,245) 0,086 | 0,080 69 

» +P4+Ca 41 | 7,92 | (0,183) (0,245) 0,084 0,091 $1 


Die Bestimmung des Calciums in frischen Ultrafiltraten habe ich 
nach der Methode von de Waard! ausgefiihrt, das Serum wurde zuvor 
mittels Salpeterséiure verascht (nach Bialaszewicz*). Die Phosphate be- 
stimmte ich nach der Briggs-Methode*. In einigen Versuchen bestimmte 
ich das py, um mich iiber die Veranderungen, welche durch die Zugabe der 
gepriiften Lésungen zum Serum entstehen kénnten, zu orientieren (elektro- 
metrische Methode bis zu 2 Millivolt genau). Alle Analysen und Be- 
stimmungen wurden mindestens zweimal durchgefiihrt. 


Ergebnisse. 

Die Entstehung des Kolloid-Calcitum-Phosphorkomplexes im Serum 
wurde in denjenigen Fallen, in welchen die Konzentration des Ca, der 
Phosphate oder beider Faktoren zunahm beobachtet (Kichholtz und 
Starling’, Brull®, Scholtz*, Laskowski, 1. c.). Man konnte deswegen 
vermuten, daB dieser Komplex dann entsteht, wenn das Léslichkeits- 
produkt irgendeines Calciumphosphats iiberschritten wurde, wobei 
er nur darum als Niederschlag nicht ausfallt, weil er durch das Serum- 


' DP. J. de Waard, diese Zeitschr. 97, 176, 1919. 
2 K. Bialaszewicz, Travaux de l'Institut Nencki 3, Nr. 52, 1926. 
3 A. P. Briggs, J. of biol. Chem. 53, 13, 1922. 


4 Proc. Roy. Soc. London (B) 98, 93, 1925. 
5 Arch. Intern. Physiol. 32, 138, 1930. 
® Diese Zeitschr. 231, 135, 1931. 
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kolloid adsorbiert wird. Aus den Versuchen von Shear, Washburn und 
Kramer! und Klement? folgt, daB wahrend der Knochenbildung zuerst 
das CaHPO, aus dem Serum ausfallt. Wenn wir annehmen, da in 
den Grenzen der von mir angewandten px, sowie der ,,ionic strength” 
Veranderungen, die Konzentration der H PO,-Ionen ungefahr proportio- 
nal zur Konzentration der gesamten Phosphate bleibt, so miissen wir 
erwarten, daB das Ca . P-Produkt im Ultrafiltrat, trotz der Konzentra 
tionszunahme der Ca-Ionen, einen konstanten Wert behalt. 

Versuche, in welchen die Ca-Konzentration im Serum stufenweise 
gesteigert wurde, sind in der Tabelle Il zusammengefabt. Der Wert 
des Ca. P-Produktes im Ultrafiltrat ist, ungeachtet der manchmal groBen 


Tabelle II. 


EinfluB der Erhéhung der Ca-Konzentration im Serum auf 
die Konzentration des Ca und der Phosphate im Ultrafiltrat. 





Serum Ultrafiltrat 
s > . 
Versuch I Ua 
P Ca , Ca. P.10+ 
PH © 9 des ultra- 0'» des ultra- 
“c ¥ > or ee MS Ape “ 
Nr. mgeccm mg eem mace filtrierbaren '"# &€ ™  filtrierbaren 


18 8.12 0,050 0,127 0,057 114 0,076 60 438 
8.06 (0,045) (0,237) 0,088 82 0,124 52 46 
7,79 (9,045) (0,858) = 0,019 42 0,232 65 44 
7.45 (0.045) (1,006) = 0,004 gy 0,780 79 31 

1 0.040 0,120 0,041 103 0,056 47 23 

(0,036) (0,180) 0,036 100 0,084 47 32 
(0,036) (0,252) 0,028 78 0,125 D0 35 
(0,036) (0,323) 0,018 50 0,163 50 29 
2 0.080 | 0,104 0,082 103 0.054 52 44 
(0,073) (9,166) 0,072 OH 0,070 42 50 
(0,073) (0.237) = 0.056 77 0,090 38 50 
(0,073) (0,808) 0,040 55 0,118 39 47 
4* 0.048 O131 0,038 79 0,072 55 27 
(0.044) (0,190) 0.035 8&0 0.112 59 39 
(0,044) | (0.262) 0,022 50 0,146 5b 32 
(0,044) (0,328) 0,018 36 0,196 60 31 
8 0.08L | 0,095 0,083 103 0,059 62 49 
(0,074) (0,229) = 0,065 SS& 0,140 61 91 
(0,074) | (0,286) 0,057 77 0,167 58 94 
15 0.058 0,105 0,053 74 0,056 53 30 
(0,053) (0,277) 0.027 51 0.140 50 38 
(0,053) (0,986) —- 0,688 70 — 


* Hennenserum. 


1 M.J.Shear u. B. Kramer, J. of biol. Chem. 79, 105, 1928; MM. J. 
Shear, M. Washburn u. B. Kramer, Amer. J. of Physiol. 90, 514, 1929. 
* Zeitschr. f. physiol. Chem. 184, 132, 1929; 196, 140, 1931. 
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Phosphatverminderung, ( jedem einzelnen Versuch anndhernd konstant, 
doch sind die Differenzen zwischen den verschiedenen Versuchen  be- 
deutend. Die Ergebnisse des achten Versuchs kénnte man durch die An 
nahme, daB das normale Serum nicht geniigend mit Ca gesattigt war (oder 
von Phosphaten tibersattigt wurde, s. Tabelle III u. folg.), erklaren, da 
bei héheren Ca-Konzentrationen das Produkt einigermaBen konstant ist. 
In allen tibrigen Versuchen ist das erste Produkt nur unbedeutend niedriger 
als die nachsten. 

Im Normalserum sind alle Phosphate ultrafiltrierbar. In der 
Mehrzahl der Versuche ist der Prozentgehalt der ultrafiltrierbaren 
Phosphate sogar héher als 100, was durch das Nichtberiicksichtigen des 
KiweiBvolumens im Serum, teils vielleicht durch das Austrocknen des 
Filtrats verursacht wird. Mit der Zunahme der Ca-Konzentration im 
Serum bleibt ein Teil der Phosphate mit Kolloid gebunden. In den 
Tabellen habe ich absichtlich die Rubrik der mit Kolloid gebundenen 
Ca und P nicht beriicksichtigt: da 1. mir die Genauigkeit der Methodik 
nicht geniigend schien, um die Werte aus den Differenzen zu bestimmen, 
und 2. da aus den so gewonnenen Zahlen iiber das Ca/P-Verhaltnis im 
entstandenen Kolloid-Calcium-Phosphorkomplex nicht — geschlossen 
werden darf, und zwar deswegen nicht, weil die Menge des kolloidal 
gebundenen Ca von zwei Gleichgewichten abhangt (vom Gleichgewicht 
zwischen dem isonisierten und kolloidal gebundenem Ca, das nach 
Greenberg und Gunthner! der Adsorptionsisotherme von Langmuir 
entspricht, und vom Gleichgewicht zwischen dem ionisierten Ca und 
dem Kolloid-Calcium-Phosphorkomplex). AuBerdem kénnen wir ver- 
muten, daB dieser Komplex hydrolysierbar sei. Die Interpretation 
ahnlicher Versuche, die durch Smith und Sternberger? (die den Kolloid- 
Calcium-Phosphorkomplex iiberhaupt nicht beriicksichtigt haben), 
sowie durch Brull, 1. c. (welcher die Zunahme des kolloidalen Ca ganzlich 
dem Komplex zuspricht) durchgefiihrt wurden, scheint mir nicht 
iiberzeugend genug. 

Die in den Versuchen der Tabelle II festgestellte Konstanz des 
Ca . P-Produktes in Ultrafiltrat kommt nicht vor, wenn anstatt der 
Ca- die Phosphatkonzentration zunimmt. Aus den Zahlen der Tabelle II] 
sehen wir, dap parallel zu der Phosphatkonzentrationszunahme im Serum 
auch das Ca. P-Produkt im Ultrafiltrat wichst, da die Konzentration 
der ultrafiltrierbaren Phosphate zunimmt: die Konzentration des 
ultrafiltrierbaren Ca vermindert sich dagegen bis zu einer gewissen 
Grenze. Der Grenzwert betrigt etwa 3,5 bis 4,0 mg-°,:; sogar sehr 
groBer PhosphatiiberschuB bringt die Ca-Konzentration nicht unter 
diese Grenzen. Man kann sagen, daB ein Teil des ultrafiltrierbaren Ca 
sich so verhalt, als ob es mit Phosphaten nicht reagierte. 


1 J. of biol. Chem. 85, 491, 1929. 
2 Ebenda 96, 245, 1932. 
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Tabelle I11. 


Eintlu®B der Erhéhung der Phosphatkonzentration im Serum aut 
die Konzentration des Ca und der Phosphate im Ultrafiltrat. 








Serum Ultratiltrat 

Ver- on Gee re p Ca 

7 Pu , ” ean, 09 des ult tes ultra-|°""*"" 

o des a- °/o des ultra- 
Nr. mg/iecm | mg c¢em mgcem  filtrierbaren ™8°C™ | fiitrierbaren 
21 8,08 0,068 0,104 0,076 112 0,059 57 45 
7,98 (0,269) (0,094) 0,266 99 0,051 54 136 
7.71 (0,950) | (0,094) 0,944 94 0,038 40) 358 

5 0,070 O116 0,065 93 0,064 55 42 
(9,111) (0,105) 0,120 108 0,056 53 67 
(0,158) (0,105) 0,161 102 0,055 52 89 
(0,256) (0,105) 0,272 106 0,059 56 161 

6 0,052 0,097 0.052 100 0,052 54 27 
(0,094) (0,088) 0,100 106 0,053 60 53 
(0,141) (0,088) 0,167 118 0,043 49 72 
(0,232) (0,088) 0,252 112 0,055 62 142 

7 0,061 0,093 0,060 9S 0,054 5S 32 
(0,150) (0,084) 0,159 106 0,046 54 73 
(0,244) (0,084) 0,270 111 0,042 50 116 
(0,549) (0,084) 0,545 99 0,040 48 218 
(1,043) (0,084) 1,017 97 0,040 48 406 
(1,466) (0,084) 1,485 101 0,042 50 625 

8 { 0,081 0,095 0,083 103 0,059 62 49) 
| 0,081 0,095 0,086 106 0,051 54 44| 
(0,121) (0,086) 0,128 106 0,049 57 63 
{(0,262) (0,086) 0,280 107 0,052 60 146) 
((0,262) (0,086) 0,286 109 0,055 64 157) 


Diese Ergebnisse erklaren uns einigermaBen die vorher (Tabelle IT) 
unverstandliche Differenz der Ca . P-Produktwerte in Ultrafiltraten der 
verschiedenen Versuche. Und zwar kénnen wir, wenn der Phosphat- 
iiberschuB nur eine unbedeutende Konzentrationsverminderung des 
ultrafiltrierbaren Ca verursacht, vermuten, daB der Zahlenwert des 
Ca. P-Produktes von der Phosphatkonzentration im Serum = ab- 
hangig ist. 

Die in der Tabelle IV dargestellten Versuche waren folgenderweise 
durchgefiihrt: in den ersten zwei bis drei Normalserumproben wurde die 
Ca-Konzentration stufenweise gesteigert, in den folgenden Proben wurde 
auBerdem eine gewisse Menge Phosphate zugegeben. Wie man aus den 
Zahlen der Tabelle IV sieht, ist das Ca .P-Produkt in Ultrafiltraten bei 
beiden Phosphatkonzentrationen ungefahr konstant; der Zahlenwert des 
Produktes wird durch die Konzentration der Phosphate bestimmt. Wenn 
dagegen (Tabelle V) die Phosphatkonzentration stufenweise, bet zwei 
konstanten Ca-Konzentrationen, gesteigert wurde, sah man den Wert des 
Ca . P-Produktes in den Ultrafiltraten parallel zur Phosphatkonzentration 
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wachsen, und zwar in gleicher Weise sowohl vor, wie auch nach der Zugabe 
von CaCl,. Der Versuch 12 weist darauf hin, daB bei groBem Phosphat- 
iiberschuB die Konzentration des ultrafiltrierbaren Ca zu demselben Grenz 
wert wie in den Versuchen der Tabelle III strebt. 


Tabelle IV. 
Konzentrationsveranderungen des Ca und der Phosphate im 
Ultrafiltrat im Zusammenhang mit der Steigerung der Ca-Kon 
zentration im Serum, bei zwei verschiedenen Phosphatkonzen- 

trationen, 








Serum Ultrafiltrat 

= > . : ia a P > . Ca - 

— P Ca Cine alien. we, | Sains Ca. P. 104 

Nr. ng cem mg ecm daca filtrierbaren — filtrierbaren 

10 0,066 0,102 0,077 118 0,060 59 46 
(0,060) (0,176) 0,055 92 0,095 54 52 
(0.154) (0,134) 0,136 88 0.052 38 71 
(0,154) (0,176) 0,128 83 0,065 37 83 
(0,154) (0,260) 0,095 61 0,082 32 78 

13 0,070 0,126 0,065 93 0,065 52 42 
(0,064) (0,198) 0,053 83 0,090 45 48 
(0,064) (0,281) 0,036 56 0,144 51 51 
(0,158) (0,156) 0,143 89 0,062 40 89 
(0,158) (0,198) 0,134 85 0,060 45 Sl 
(0,158) (0,281) 0,098 62 0,080 28 79 


Tabelle V. 


Konzentrationsveranderungen des Ca und der Phosphate im 

Ultratiltrat im Zusammenhang mit der Steigerung der Phosphat- 

konzentration im Serum bei zwei verschiedenen Ca-Konzen- 
trationen. 








Serum Ultrafiltrat 
Ver- py ae er eo — —?p Ca 
such 4 Ca Se C?..P. 108 
0/) des ultra- os 0/,desultra- “4-*- 

Nr. mg ccm mg ccm sai aiseatenes ecm Henan al 

11 0,098 0,090 0,122 125 0,064 71 78 
(0,183) (0,082) 0,190 104 0,055 67 105 
(0,136) (9,165) 0,092 68 0,080 49 74 
(0,183) (0,165) 0,150 82 | 0,060 36 90 
(0,230) (0,165) 0,197 85 0,054 33 106 

12 0,074 0,100 0,072 97 | 0,055 Dd 40 
(0,161) (9,090) 0,159 99 | 0,048 53 76 
(0,772) (0,090) 0,743 96 | 0,037 41 276 
(0,114) (0,174) 0,072 63 | 0,061 35 44 
(9,161) (0,174) 0,137 85 0,057 32 78 


(0,772) (0,174) 0,683 88 0,037 21 253 
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Tabelle VI. 
Veranderungen der Konzentration des ultrafiltrierbaren Ca 
nach Zusatz von Ca und P zum Serum in verschiedenen Vet 
haltnissen. 





Ca-Konzentration 


Ca-Konzentration Nerafiltrs 
‘orene)  Zugegeb. g-Atom Ca im Ultrafiltrat im Uliretitcat 
Versuch hs nach Zusatz von Bemerkungen 
Zugegeb. g-Atom P aus Normalserum Ca und P zum Serum sn 
Nr. Millimol Millimol 
10 — 1.50 _ 
0.34 1,39 sinkt 
0,68 1.63 steigt 
1,37 2.05 steigt 
11 _ 1,60 _ 
1.35 2.00 steigt 
0.70 1.50 sinkt 
0,46 1,35 sinkt 
12 — 1,38 — 
1,35 1,53 steigt 
0,70 1.43 steigt 
0,092 0.93 sinkt 
13 — 1.63 - 
0.54 1.55 sinkt 
0,68 1.50 sinkt 
1,37 2,00 — 


Aus den Versuchen der Tabellen [IV und V sieht man auBerdem, 
daB, wenn zum Serum gleichzeitig Ca und Phosphat zugegeben werden, 
in manchen Fallen die Konzentration des ultrafiltrierbaren Ca derjenigen 
im normalen Serum gleich ist. Man konnte vermuten, daB die in dieser 
Weise erreichte Regulierung der Konzentration des ultrafiltrierbaren 
Ca nur bei einem gewissen Ca P-Verhaltnis vorkommt. In der Tabelle V1 
stellte ich die Resultate der vorigen Versuche zusammen, zwecks Ver- 
gleiches der Konzentration des ultrafiltrierbaren Ca vor und nach der 
Ca- und Phosphatzugabe zum Serum. Wie man aus dieser Tabelle 
sieht, sind nach Zugabe von etwa 0,7 Grammatom Ca auf je 1 Gramm- 
atom P die Veranderungen der Konzentration des ultrafiltrierbaren Ca 
gering und schwanken nach beiden Seiten des Normalserumwertes. 
Die spiteren genaueren Versuche (Tabelle VII)', in welchen Ca und P 
in konstantem Verhaltnis bei steigender Konzentration zugegeben 
wurden, bestatigten diese Vermutung jedoch nicht, im Gegenteil sie 


! Obwohl ich Ca und P in einem konstanten Verhaltnis zugegeben habe, 
wurde, wegen der 10° igen Verdiinnung des Serums, das Verhdaltnis 


Zuwachs der Ca-Konzentration _. 
nicht ganz konstant. 


Zuwachs der P-Konzentration 
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bewiesen, dab der Verlauf der Erscheinung viel komplizierter ist 
Die Regulierung der Konzentration des ultrafiltrierbaren Ca hang: 
nicht nur von dem Verhialtnis des zugegebenen Ca P ab, sonder 
auch von den zugegebenen Mengen beider Substanzen. Im Ver 
such 24a findet die Regulierung statt, jedoch bei einem hoéhere 
Niveau des ultrafiltrierbaren Ca, als im normalen Serum festge 
stellt wurde. Dasselbe betrifft die Versuche 24 und 23. Im Ver 
such 15 dagegen wichst stets die Konzentration des ultrafiltriet 
baren Ca, aber nur sehr langsam. Wahrscheinlich spielen hie1 
eine gewisse Rolle die Ausgangskonzentrationen, welche im Serum 
vorkommen, deren Schwankungen Schwierigkeiten beim Vergleich 
der einzelnen Versuche nach sich ziehen. 


Tabelle VII. 


Veranderungen der Konzentration des Ca und P im Ultra- 
filtrat nach Zusatz verschiedener Mengen des Calciums und 


der Phosphate zum Serum in verschiedenen Verhaltnissen. 











Serum c - E Ultrafiltrat 
Versuch Ff Bes gy| S S 
rar an 
F v g z Zz ’ = Ca. P10 
=\5 2s 
SIN 23 
Nr. mgicem mg ecem = Rey mg cem mg/cem 
| 
24a 0,079 | 0,100 — — 0,082 0,055 45 
(0,128) | (0,127) 0,5 0,42 0,132 0,068 90 
(0,185) | (0,164) 0.5 0,47 0,153 0,068 104 
(0,241) | (0,200) 0,5 0,48 0,216 0,066 143 
24 0,079 | 0,100 na - 0,082 0,056 46 
(0,119) | (0,127) 0.6 0,52 0,130 0,068 89 
(0,166) | (0,164) 0,6 0,57 0,160 0,074 119 
(0,213) | (0,200) 0,6 0,58 0,180 0,075 135 
23 0,071 | 0,103 _ - 0,081 0,052 42 
(0,121) | 0,142 0,67 0,61 0,123 0,071 87 
(0,177) | 0,191 0,67 0,64 0,161 0,074 120 
(0,234) (0,239) 0,67 0,65 0,196 0,074 145 
15 0,058 0,105 -- — 0,053 0,056 30 
(0,088) | (0,141) 1,0 0,93 0,083 0,059 49 
(0,123) | (0,186) 1,0 0,96 0,090 0,064 58 
(0,194) | (0,277) 1,0 0,97 0,115 0,069 79 
19 0,064 | 0,110 _ - 0,067 0,060 40 
(0,096) | (0,173) 1,5 1,55 0,083 0,072 60 
(0,133) | (0,245) 1,5 1,51 0,086 0,080 69 
| (0,170) | (0,318) 1,5 1,51 0,091 0,090 87 
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Die in der Tabelle VII dargestellten Versuche weisen noch auf 
eine interessante Erscheinung hin. Der Wert des Ca . P-Produktes im 
Ultrafiltrat wachst namlich in allen Versuchen auf Kosten, sowohl der 
ultrafiltrierbaren Phosphate wie auch des Ca. Augenscheinlich tritt 
hier eine Chersattigung des ,,freien Wassers’’ im Serum auf. Die Er- 
gebnisse dieser Versuche sind denjenigen ahnlich, in welchen nur die 
Konzentration der Phosphate gesteigert wurde (Tabelle I11): sie sind 
dagegen den Versuchen entgegengesetzt, in welchen nur die Ca-Kon- 
zentration gesteigert wird, ohne daB eine Ubersattigung (das Anwachsen 
des Produktes) zutage tritt. In der vorliegenden Arbeit habe ich das 
Loslichkeitsprodukt des CaHPQO, im Serum nicht bestimmt. Wenn 
ich tiber den Cbersittigungszustand des ,.freien Wassers’* im Serum 
spreche, so habe ich nur den Vergleich mit dem normalen Serum und 
die Dauerhaftigkeit eines solchen Zustandes im Auge. 


Aus den Zahlen der Tabelle I folgt, daB der Ubersattigungszustand 
des ,,freien Wassers*‘ in Anwesenheit des Kolloids mindestens 40 Stunden 
stabil ist. Man muBte untersuchen, ob nach Entfernung des Kolloids, 
bei Cherschreitung des normalen Ca . P-Produktwertes, die Zusammen- 
setzung des Ultrafiltrats ebenfalls dauernd konstant bleibt. In der 
Tabelle VIII sind Versuche zusammengestellt, wo zum Serum Phosphate 
zugesetzt werden; ein Teil des Ultrafiltrates wurde sofort untersucht, 
der andere Teil wurde nach Chloroformzusatz 40 bis 70 Stunden auf- 
bewahrt, darauf durch Filtrierpapier filtriert und das Filtrat untersucht. 
Wie aus den Zahlen der Tabelle VIII ersichtlich, bleibt die Zusammen- 
setzung des Normalserumultrafiltrats unverandert, die Zusammen- 
setzung der iibersattigten Ultrafiltrate veraindert sich dagegen be- 
deutend. Der frither festgestellte Grenzwert der Konzentration des 
ultrafiltrierbaren Ca (Tabelle II] und V) bleibt nur in Anwesenheit 
des Kolloids beibehalten. Im bloBen Ultrafiltrat fallt die Ca-Konzentra- 
tion viel niedriger. 

Tabelle VIII. 
EintluB der Zeitdauer auf die Zusammensetzung der tiber- 
sattigten Ultrafiltrate. 





Ultratiltrat 


‘ Serum l — nach Abtrennung 
er- ” as des Niederschlags 
such Zeit 
P Ca P Ca Ca.P P Ca Ca.P 
. Pu 104 2 : 108 
Nr. mgcem mgeem mgiccm mg eem Std mgeem mg ecm 
21 8.08 0,068 0104 0,076 0,059 45 77 «40.076 0,059 45 
7.98 (0,269) (0,094) 0266 0,051 136 75 60.250 0.029 72 
7.71 (0,950) (0,094) 0,944 0,088 358 7) 360.949 OO11 103 
23 0,071 0.103 0,081 0.052 42 96 0,082 0.054 44 


(0,361) (0,093) 0,367 0.053 195 46 0,357 0.029 104 
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Der Verlauf der Erscheinung ist ganz ahnlich, wenn man den 
PhosphatiiberschuB nicht zum Serum, sondern direkt zum Ultra- 
filtrat zugibt. Aus den Zahlen der Tabelle IX sehen wir: erstens dal} 
die Konzentrationserhéhung der Phosphate ein Ausfallen des Calciums 
aus dem Ultrafiltrat zur Folge hat, zweitens daB das Ausfallen (besonders 
in frischen Ultrafiltraten) ziemlich langsam vor sich geht und schlieBlich, 
daB der erlangte Gleichgewichtszustand demjenigen der Tabelle VIII 
sehr nahe steht. Wenn wir dagegen (Versuch 22 und 23) das Ausfallen 
des Calciums aus dem Ultrafiltrat nach Phosphatzugabe mit dem 
Calciumausfallen von reiner CaCl,-Wasserlésung vergleichen, so stellen 
wir fest, daB in Wasserlésung die Reaktion viel schneller verlauft und 
der Ca-Gehalt (bei derselben Phosphatkonzentration) viel niedrigere 
Werte erreicht als diejenigen, welche wir bei Ultrafiltraten feststellen. 
Doch ist dieser Unterschied ebenfalls nicht grundsatzlich. Wenn wi 
einen sehr groBen UberschuB von Phosphaten geniigend lange anwenden 
(Versuch 20), erhalten wir im Falle des Ultrafiltrats denselben Gleich- 
gewichtszustand wie in reiner CaCl,-Lésung: es laBt sich also das 
ganze im Serum vorkommende ultrafiltrierbare Calcium in Abwesenheit 
des Kolloids mittels PhosphatiiberschuB ausfallen, doch ist der Verlaut 
der Reaktion anders im Ultrafiltrat als in reiner CaCl,-Lésung. 


Tabelle IX. 
Vergleich der Ausfallgeschwindigkeit des Ca aus mit Phos- 
phaten tibersittigten Wasserlésungen und tibersattigten Ultra- 
filtraten. 





Ausgangs- End- 
Versuch ala konzentration — Zeit konze ntration 
P Ca P Ca 
Nr. mg cem mg cem Std. ng/cem mgjcem 


23 Normalultrafiltrat, frisch 0,071 0,051 


Dasselbe + P 0,356 0,046 31/, 0,353 0,040 
61, 0,330 0,036 

20 0,325 0,032 

32 0,350 0,031 


94 0,347 0,030 


22 Ca Clg-Wasserlésung + P 0,292 0,955 4 0,257 0,008 
24 0,257 0,009 
Normalultrafiltrat 0,057 0,057 
Dasselbe + P 0,343 0,052 4 0,333 0,032 
24 0,330 0,030 
20 Wasserlisung 0.973 0,042 48 0,883 0,009 
" 0,042 1,142 48 — 1,112 
Normalultrafiltrat 0.057 0,057 
Dasselhe + P 0,970 0,040 48 0,930 0,009 


” + Ca 0,040 1,240 | 48 — 1,100 
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Besprechung der Ergebnisse. 

Die Vermutung, da die Regulation des ultrafiltrierbaren Ca im 
Serum (im Falle von vergréBertem Gehalt des gesamten Ca) von dem 
Verhaltnis des zum Serum zugegebenen Ca P bedingt wird, wurde nicht 
bestatigt. Auf Grund dieser Ergebnisse kénnen wir nicht klarlegen, 
ob die in der vorigen Arbeit festgestellten Veranderungen der Kon- 
zentration und der Zustand des Phosphats geniigend sind, um die 
Konzentration des ultrafiltrierbaren Ca zu regulieren. Beim Vergleich 
der Werte des Ca . P-Produktes von Ultrafiltraten aus Legehennenblut 
mit demjenigen von Ultrafiltraten aus dem Blut von nicht legenden 
Hennen stellen wir keine wesentlichen Differenzen fest: es fallt hierbei 
auf, daB diese Werte in beiden Fallen in sehr groBen Grenzen schwanken. 

Die Behauptung von Brull, 1. ¢. (die mit den unlingst verOffentlichten 
Versuchsergebnissen von Benjamin und Hess! im Einklang stand), dats 
ein groBer Teil der Serumphosphate in nicht ionisiertern Zustande vor 
kommt, lieB sich nicht bestatigen. Aus meinen Versuchen geht hervor, 
daB alle im Serum vorkommenden Phosphate mit Calcium in ganz derselben 
Weise wie die zugegebenen Phosphate reagieren. Das Umrechnen det 
Resultate von Brull (Tabelle V, 8S. 155) ergab mit den meinigen eine ziemliche 
Ubereinstimmung. Nur die Versuche 28 und 29 von Brull geben ein An- 
wachsen des Ca . P-Produktes im Ultrafiltrat nach Ca-Zugabe, sie wurden 
aber nur bei zwei Ca-Konzentrationen (normaler und vergrOBerter) aus 
gefiihrt. Wahrscheinlich handelt es sich hier um ungeniigende Ca-Sattigung 
(eventuell Phosphatiibersattigung), wie es in meinem Versuch & (‘Tabelle Il) 
der Fall war. 

In bezug auf das Calcium 1laBt sich folgendes sagen: falls wir das 
Vorkommen des ultrafiltrierbaren anionischen Komplexes im Serum 
annehmen (eine Annahme, die von Greenberg und Greenberg? neulich 
nicht bestatigt wurde), und zwar mit Citraten (Alinke®, v. Beznak*) 
oder mit Phosphaten (Benjamin®) gebunden, sind wir nicht imstande, 
die Konstanz des Ca. P-Produktes im Ultrafiltrat im Falle der ge- 
steigerten Ca-Konzentration im Serum zu erklaren (Tabelle IT, IV, V). 
Andererseits blieb in Versuchen, in welchen zum Serum Phosphate zu- 
gegeben wurden und das Wachsen des Ca . P-Produktes zum Vorschein 
kam, das Ca in der Lésung nur in Anwesenheit des Kolloids. Nach 
der Kolloidentnahme fiel ein gewisser Teil des Calciums aus der Lésung 
aus, was als eine Schutzwirkung des Kolloids aufzufassen ware. Meiner 
Ansicht nach spricht das auch gegen die Anwesenheit eines ultra- 
filtrierbaren anionischen Komplexes. Der Unterschied zwischen der 


J. of biol. Chem. 100, 27, 1933. 
Ebenda 99, 1, 1932. 

Diese Zeitschr. 213, 177, 1929. 
Ebenda 225, 295, 1930. 

J. of biol. Chem. 100, 57, 1933. 
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Ausfallsgeschwindigkeit des Ca aus dem Ultrafiltrat und derjenige: 
des Ca aus der CaCl,-Wasserlésung wurde nur nebenbei untersucht 
die Anwesenheit von Bicarbonaten scheint nicht ohne EinflufS$ zu sein 


Zusammenstellung der Ergebnisse. 


1. Die Zunahme der Ca-Konzentration im Serum verursacht eine 
Abnahme der Konzentration der ultrafiltrierbaren Phosphate, wobei 
das Ca . P-Produkt im Ultrafiltrat einen konstanten Wert behalt. 

2. Die Zunahme der Phosphatkonzentration im Serum zieht ein: 
Abnahme der Konzentration des ultrafiltrierbaren Calciums, aber nur 
bis zu einem gewissen Grenzwert (etwa 3,5 bis 4,0 mg-°,), nach sich, 
dabei wachst das Ca. P-Produkt im Ultrafiltrat mit Zunahme det 
Phosphatkonzentration. 

3. Bei gleichzeitiger Zugabe von Ca und Phosphat zum Serum, 
wenn das Ca/P-Verhaltnis den Wert 1 nicht iiberschreitet, gelingt es 
manchmal, eine unveranderte Konzentration des ultrafiltrierbaren Ca 
zu erzielen, doch entscheidet hier nicht nur der Wert des Verhaltnisses 
Ca/P, sondern auch die Menge der zugegebenen Substanzen und allem 
Anschein nach auch ihre Ausgangskonzentrationen im Serum selbst. 

4. In Fallen der Konzentrationszunahme der Phosphate im Serum, 
oder auch der Phosphate und des Calciums, entsteht in ,,freiem Wasser‘ 
des Serums ein Cbersiattigungszustand, welcher nur in Anwesenheit 
des Kolloids stabil ist. In Abwesenheit des Kolloids laBt sich das gesamte 
ultrafiltrierbare Ca mittels Phosphaten ausfallen, wenn auch die Reaktion 


anders als bei reiner Wasserlésung verlauft. 
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Uber den Stoffwechsel heterotransplantierter Tumoren. 


Von 
Otto Rosenthal’. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium des Univ.-Inst. fiir Krebsforschung an 
der Charité.) 


(Eingegangen am 5, August 1933.) 


I. Fragestellung. 

Wahrend sich die verschiedenen Impfgeschwiilste von Maus und 
Xatte hinsichtlich der GréBe der Atmung und der aeroben und anaeroben 
Glucosevergarung nur wenig unterscheiden, zeichnet sich, wie friiher 
mitgeteilt, die anaerobe Fructosevergirung des Jensen-Sarkoms der 
Ratte durch verschiedene Merkmale aus, die zu einer biochemischen 
Unterscheidung von Tumorstammen geeignet erschienen (1b). Eine 
Ausnutzungsméglichkeit dieser Beobachtung bot sich bei den von 
Tinozzi auf Grund friiherer Untersuchungen von Auler und v. Pet- 
schenko (2) vorgenommenen Heterotransplantationsversuchen an dem 
Mausesarkom 8S 37 und dem Jensen-Sarkom der Ratte. Die hier inter- 
essierende Fragestellung ist, ob das Tumorgewebe nach _ gegliickter 
Heterotransplantation den Stoffwechsel des Ausgangstumors _ bei- 
behalt oder ob sich ein Tumor mit neuen Stoffwechseleigentiimlich- 
keiten in dem Wirtstier entwickelt. 


II. Der Stoffwechsel des Jensen-Sarkoms. 


Die Sonderstellung im Stoffwechsel des Jensen-Sarkoms zeigt sich 
in der Spontanaktivierung der Fructosevergérung (la) und ihrer regel- 
maBigen und ausgiebigen Steigerung durch Zusatz geringer Mengen von 
Brenztraubensaéure oder gewisser Oxydationsmittel (Ib). Die Spontan- 
aktivierung findet sich zwar nur beim Jensen-Sarkom, wie Dickens und 
Greville (3a) auf Grund vergleichender Untersuchungen an sechs Tier- 
tumorstammen angeben, aber sie kann auch bisweilen aus unbekannten 
Griinden bei einzelnen Tumoren fehlen. Es ist also zur Differenzierung 
fraglicher Tumoren nur ihr Vorhandensein zu verwerten, was ihre Bedeutung 


1 Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 
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zur Charakterisierung von Einzeltumoren einschrankt. Dagegen wurd: 
die Aktivierung durch Zusatz von Brenztraubenséiure Methylenblau und 
Ferricyankali fast niemals vermiBt, so daB sie eine geeignete Reaktion fiir 
unsere Fragestellung darstellt. 


III. Methodisches. 


Die Messung des Stoffwechsels wurde manometrisch nach Warbury 
vorgenommen. Sie beginnt etwa 12 Minuten nach Einhangen der Mano- 
meter in den Thermostaten (37,5°). Bei den Q\?-Werten in den Tabellen 
bedeutet A die mittlere Garungsintensitaét in den ersten 20 Minuten bzw. 
bei konstanter Geschwindigkeit, in der ersten Stunde nach Messungs- 
beginn; B die mittlere Géarungsintensitaét in der zweiten Versuchsstunde. 
Bei Zusatz garungsaktivierender Substanzen wurden meist etwas héhere 
Konzentrationen gewahlt, als sie beim Jensen-Sarkom zur Erzielung einer 
optimalen Aktivierung notwendig sind, und zwar deswegen, weil bei ver- 
schiedenen normalen Geweben erst in diesem héheren Konzentrations- 
bereich einwandfreie Aktivierungen sich finden. Es léBt sich dadurch 
sicherer priifen, ob die Substanzen iiberhaupt auf die Fructosevergérung 
einwirken oder ob nur Unterschiede im AusmaB der Wirkung bestehen. 
Eine toxische Wirkung ist bei Brenztraubenséure und Ferricyankali auf 
Grund der frither veréffentlichten Versuche beim Jensen-Sarkom und 
bisher unver6ffentlichten Versuchen an normalen Geweben nicht zu_ be- 
fiirchten. Beim Methylenblau aber wirkt diese Konzentration, wie der 
Girabfall zeigt, bereits haufig giftig. Doch beeinfluBt dies die Ergebnisse 
nicht, da zur Berechnung der Géarungssteigerung nur die Anfangs- 
geschwindigkeit beriicksichtigt wurde. Betont sei noch, da die hier an- 
gegebenen manometrisch erhaltenen Garungswerte in den Aktivierungs- 
versuchen bei Brenztraubensaéiure und Methylenblauzusatz die Geschwindig- 
keit der Milchséuregérung angeben. Bei Ferricyankalizusatz sind sie, wie 
in einer anderen Arbeit beim Jensen-Sarkom gezeigt werden wird. um 
30 bis 50°, zu groB!. Es war wegen des geringen zur Verfiigung stehenden 
Tamormaterials nicht méglich, neben der manometrischen Messung noch 
vergleichende chemische Milchsaéurebestimmungen auszuftihren. Da es 
aber bei den folgenden Untersuchungen nur auf die GréBenordnung der 
Aktivierungen ankommt, beeintrachtigt dieser Mangel die Ergebnisse nicht. 


‘ 


IV. Der Stoffwechsel der Heterotransplantationstumoren. 


Die regelmaBigsten Ergebnisse erhielt Tinozzi bei der Ubertragung 
des Mausesarkoms S. 37 auf Ratten unter Zusatz gewaschener roter Blut- 
zellen normaler Mause. Tabelle I gibt einen Uberblick iiber den Stoff- 
wechsel des Tumors 8. 37 und der nach Transplantation auf Ratten aus 
ihm entstandenen Tumoren. 

Die Intensitaét der Fructosevergérung ist beim Mausesarkom SS 37 
nicht geringer, sondern eher etwas gr6Ber als bei dem Jensen-Sarkomstamm 
unseres Instituts. Die Werte fiir den letzteren finden sich in den friiheren 
Arbeiten (la) (1b). Eine Spontanaktivierung tritt beim S 37 niemals 


' Bei der Reduktion des dreibasischen Ferricyanids zum vierbasischen 
Ferrocyanid durch iiberlebendes Gewebe entsteht ein freies Saureaquivalent, 
das mit dem Bicarbonat reagiert. Diese Reaktion lauft auch im zuckerfreien 
Medium ab (vgl. Tabelle Il, III, 5). 
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auf. Brenztraubensaure steigert zwar auch hier, aber auberordentlich 
viel schlechter als beim Jensen-Sarkom trotz Verwendung hoher Konzentra- 


tionen. Die héchste relative Foérderung betragt 52°... der absolute 
Zuwachs -—- 2.0, gegeniiber Héchstwerten von 300°. und 11.0 
und Minimalwerten von + 150°, und +- 7.0 beim Jensen-Sarkom. 


Die Aktivierungen ‘dureh Methysenblau und Ferricyvankali bewegen 
sich in der gleichen niedrigen GréBenordnung, wie Versuchsreihe | in der 
Tabelle | zeigt. In den iibrigen Versuchsreihen wurde wegen des geringen 
Materials, das zum Teil auch fiir die Messung des Glucosestoffwechsels 
benétigt wurde, auf die Priifung dieser Stofte verzichtet. 


Ganz anders als der Ausgangstumor verhalten sich die nach der Trans- 
plantation auf Ratten entstandenen Sarkome. Hier zeigen sich fast tiberall 
die beim Jensen-Sarkom iiblichen Aktivierungsgr6Ben und in’ Versuchs- 
reihe 2, 6, 7 und angedeutet auch in Versuchsrethe 5, eine Spontanaktivierung 


r=) | : 
; ecm | der Fructosevergarung. 
= — , . . « ° 
ee Die Tumoren der Versuchsreihen 1 bis 3 entstammen der siebenten 
und achten Rattentransplantation eines von 7'inozz/ seinerzeit erhaltenen 
Heterotransplantationstumors. Es wire also méglich, da die urspriinglich 
pital tn} os oe « : : “F : » . 
== | iibertragenen S 37-Zellen allmahlich nach mehreren Weiterimptungen aut 
ray | Ratten sich dem Jensen-Sarkom im Stoffwechsel annihern, wie sie es ja 
; auch morphologisch tun. Doch zeigt Versuchsreihe 4, die den Stotfwechsel 
no eines Tumors 3 Wochen nach der Ubertragung von Maus auf Ratte wieder- 
OD OD eo | . »e =e es As 
anes gibt, daB offenbar das Angehen und Weiterwachsen der Zellen bereits mit 
z= | dieser Umstimmung im Stoffwechsel verbunden ist. 
Die prozentualen Aktivierungswerte sind bei diesem Tumor niedriger 
DOs | . 7 rf, 5 
at | als in den zuerst besprochenen Versuchen, offenbar, weil die Fructose- 
ee vergirung an sich sehr groB ist. Der Tumor entspricht hierin dem von 
| Dickens und Greville untersuchten englischen Jensen-Sarkomstamm. Ein 
Zweifel tiber die Art des Tumors kann aber bei der absoluten GréBe 
19 der Qjf-Werte nach Zusatz der aktivierenden Substanzen nicht bestehen. 
=anNSC at sd e — . a " . * . en 
Das gleiche gilt fiir den Tumor der dritten Zellimptung in Versuchsreihe 7. 
Dagegen nahern sich die Aktivierungswerte in Versuchsreihe 6 der 
beim 8S 37 itiblichen GréBenordnung so stark, das sie keine sichere Ent- 
scheidung der Tumorart zulassen und nur das Vorhandensein einer allerdings 
Ses | nicht sehr hohen Spontanaktivierung macht hier die Entscheidung méglich. 


Diese Abweichung im biochemischen Verhalten kann nicht als ein Riick- 
schlag der Tumorzellen in den Stoffwechsel des Ausgangsmiéusetumors 
betrachtet werden; denn merkwiirdigerweise verhielten sich die Jensen- 
Sarkome des Instituts zu dieser Zeit ebenso, wobei sogar auch die Spontan- 
=e es aktivierung bisweilen fehlte, und sie verhielten sich zur Zeit, als der Versuch 7 
ausgefiihrt wurde, ebenfalls wieder normal. Es liegt also nicht eine fiir die 
Heterotransplantationstumoren, sondern fiir das Jensen-Sarkom schlechthin 
eigentiimliche Stoffwechselumstimmung vor. Die interessante Frage, ob 
eine Transplantation des Jensen-Sarkoms auf Méause durch diese Stoff- 
wechselumstimmung in Richtung des Mausesarkoms begiinstigt wird, 
konnte bisher noch nicht experimentell gepriift werden. 

Fiir den Gegenversuch, die Ubertragung vom Jensen-Sarkom auf 
Mause, hatte ich nur einen einzigen Tumor zur Verfiigung, der zudem nur 
wenig fiir Stoffwechselmessungen brauchbares Material bot. Eine Akti- 
vierung der Fructosevergérung durch Brenztraubenséure fehlte. was den 
Erwartungen entspricht. Doch ist der Versuch wegen der geringen Werte 
der Fructosevergérung an sich nicht als beweisend anzusehen. 
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V. Tumorspezifischer oder artspezifischer Stoffwechsel. 


Neben den Sarkomen 8S 37 und dem Jensen-Sarkom wurden noch 
einige weitere Impftumoren untersucht, um zu priifen, ob es sich bei den 
beschriebenen Stoffwechseleigentiimlichkeiten um = tumorspezifische oder 
artspezifische Merkmale handelt. Von Mausetumoren standen das von 
Frau Dr. Klee-Rawidowicz (4) bei Verimpfung von Embryonalbrei auf 
teervorbehandelte Mause erhaltene Sarkom und das Ehrlich-Carcinom 
zur Verfiigung. Sie unterscheiden sich in ihrem Fructosestoffwechsel nicht 
von dem S 37-Tumor. 

Das Fleaner-Jobling-Carcinom der Ratte steht in seinem Stoffwechsel 
dem Jensen-Sarkom naher als die Mausetumoren, wenn auch die absoluten 
und relativen Aktivierungen niedriger ausfalien als bei dem Rattensarkom. 
Eine Spontanaktivierung ist zwar im Versuch | und 4 ebenfalls angedeutet. 
Der Befund ist aber nicht zweifelsfrei, da die Manometerausschlige in 
diesen Versuchen gering waren. Der Fleaner-Tumor ist immer nekrosenreich 
und die Schnittqualitat schwankender als beim Jensen-Sarkom. Es kénnte 
sich also bei der Aktivierbarkeit der Fructosevergarung tatsachlich um 
eine Eigentiimlichkeit von Rattentumorzellen handeln, die bei den einzelnen 
Tumorarten verschieden stark ausgepragt ist. Bindenden Aussagen steht 
entgegen, da nur zwei Arten von Rattentumoren untersucht werden 
konnten und daB besonders (wegen ihrer Seltenheit) keine Spontantumoren 
von Ratten untersucht werden konnten. Es ware angebracht, bei embryo- 
nalem Rattengewebe die Aktivierbarkeit der Fruktosevergarung zu unter- 
suchen, um zu entscheiden, ob sie eine Eigentiimlichkeit von wachsenden 
Rattenzellen schlechthin oder nur von blastomatésen Zellen ist. Die Spontan- 
aktivierung findet sich bei embryonalen Geweben nach Dickens und Greville 


nicht. Stationire Rattengewebe zeigen ebenfalls weder die Spontan- 
aktivierbarkeit (3b) noch — mit Ausnahme der Leber (1c) die Aktivier- 


barkeit der Fructosevergirung. Die Aktivierung der Glucosevergérung 
bei normalen Geweben ist bereits friiher erértert worden (1b). 


VI. Zusammenfassung. 

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind zusammengefaBt 
folgende: Die bei der Transplantation des Mausesarkoms S 37 auf 
Ratten entstehenden Geschwiilste besitzen einen vom Ausgangstumor 
abweichenden und dem Jensen-Sarkom der Ratten vollig gleichenden 
Kohlenhydratstoffwechsel.  Fiir diese Anderung des biochemischen 
Verhaltens der Tumoren gibt es zwei Erklarungsméglichkeiten: Eine 
Vermehrung von Tumorzellen im artfremden Organismus findet nur 
statt, falls ihr Stoffwechsel im Sinne des Stoffwechsels der auch sonst 
im Wirtsorganismus heimischen Tumorzellen umzustimmen ist. In 
dieser Richtung ware die Wirkung des Blutzusatzes, der fiir den Erfolg 
der Heterotransplantation entscheidend ist, zu suchen. Die zweite 
Erklarungsméglichkeit besteht darin, daB die Zellen des Heterotrans- 
plantationstumors nicht Nachkommen der verimpften Geschwulst- 
zellen sind, sondern Zellen des Wirtstieres, die sich unter der Wirkung 
von Stoffen des iibertragenden Tumorzellenblutgemisches in Tumor- 
zellen verwandelt haben. Eine Entscheidung zwischen beiden Méglich- 
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keiten gibt die alleinige Feststellung einer Stoffwechselanderung nicht. 
Sie besitzt aber gegeniiber Anderungen in den morphologischen Merk- 
malen einer Tumorart dadurch ein besonderes Interesse, dab die im 
mikroskopischen Praparat sichtbaren Anderungen der Zellform nur 
mittelbare Schliisse auf Anderungen in den LebensiuBerungen der 
Zellen zulassen, wahrend die Umstimmung einer biochemischen Leistung 
diesen SchluB unmittelbar rechtfertigt. Die Beobachtung, daB der 
Stoffwechsel eines Tumorstammes spontane Schwankungen zeigen 
kann, die ihn fiir begrenzte Zeiten dem Verhalten artfremder Tumoren 
annihern, gibt die Méglichkeit, die Bedeutung des Stoffwechsels eines 
Tumors fiir seine Artgebundenheit gekennzeichnet durch den ver- 
schiedenen Erfolg von Homo- und Heterotransplantation zu priifen. 
SchlieBlich gibt eine verhaltnismaBig tibersichtliche Reaktion, wie die 
Fructosevergirung, noch die Méglichkeit, ihren Mechanismus zu klaren 
und hierdurch eine Handhabe zur Aussonderung derjenigen Stoffe 
zu erlangen, die eine Anderung im Ablauf der Reaktion hervorrufen. 
In dieser Richtung eréffnet sich ein Weg, den Bedingungen fiir den 
Erfolg einer Heterotransplantation im einzelnen naiher zu kommen. 

Frl. Ruth Schellmann danke ich fiir ihre Hilfe bei der Ausfitihrung 
der Versuche. 


Literatur. 
1) O. Rosenthal, a) Zeitschr. f. Krebsforsch. 32, 220, 1930; b) ebenda 38, 
216, 1932: c) diese Zeitschr. 244, 133, 1932. 2) P. T. Tinozzi, Zeitschr. f. 
Krebsforsch. 38, 565, 1933. — 3) F. Dickens u. G. D. Greville, a) Biochem. J. 
26, 1546, 1932: b) ebenda 26, 1251. 1932. 4) Eugenie Klee-Rawidowicz, 


Zeitschr. f. Krebsforsch. 38, 35, 1932. 





Uber den Mineralstoffgehalt des Muskelgewebes 
von SiiGwasserfischen bei gesteigerter Konzentration 
der Mineralsalze im Wasser. 


Von 


S. Kaplanski und N. Boldirewa. 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Staatlichen Timiriasev-Instituts fiir 
Biologie, Moskau.) 


(Eingegangen am 8. August 1933.) 


Die Frage nach dem Mechanismus, der den Mineralstoffgehalt 
im Blute der SiiSwasserfische bei verindertem Mineralstoffgehalt des 
Wassers reguliert, ist bis jetzt hauptsachlich nach der Richtung der 
Erforschung des Mineralstoffgehaltes des Blutes und der Rolle ver- 
schiedener Exkretionsorgane bei der Erhaltung des stabilen Mineral- 
stoffgehaltes des Blutes untersucht worden. Es ist aber interessant, die 
Rolle der Gewebe und besonders des Muskelgewebes in dieser Hinsicht 
bei verdinderten Salzkonzentrationen im umgebenden Milieu fest- 
zustellen. Diese Frage ist, wie aus den vorhandenen Literaturangaben 
hervorgeht, kaum bearbeitet worden. Als Versuchsobjekte dienten 
uns Karauschen und verschiedene Arten von Karpfen, welche be- 
deutende Veranderungen sowohl der Mineralsalze als auch der Wasser- 
stoffionenkonzentrationen gut ertragen. 

Die Fische befanden sich im Laufe von 30 Tagen in 1'/5- bis 2° igen 
NaCl- und CaCl,-Lésungen. Die Kontrollfische befanden sich in gewéhn- 
lichem Leitungswasser von derselben Temperatur. Nach 30tagigem Ver- 
bleiben in den angegebenen Lésungen wurden die Fische getétet, und es 
wurde der Wasser-, Ca-, K-, Na- und Cl-Gehalt in Stiickchen von Muskel- 
geweben untersucht. Gleichzeitig wurden Kontrollfische (derselben Rasse 
und desselben Gewichts) ebenso untersucht. Die K-, Na- und Ca-Be- 
stimmungen wurden nach Veraschung des Muskelgewebes mittels Salpeter- 
séure und Perhydrol nach Cramer-Tisdall, die Chlorbestimmungen in einer 
besonderen Probe nach Pincussen ausgefiihrt. Die Muskelteilchen wurden 
sofort, nachdem das Tier getétet- wurde, von ein und derselben Stelle ent- 
nommen. Unsere Versuchsresultate sind aus der Tabelle I zu ersehen. 
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Tabelle I. 
Wasser-, K-, Na-, Ca- und Cl-Gehalt im frischen Muskelgewebe 
der Fische, die in Wasser lebten, welches einen 1'/,°,igen NaCl- 
Gehalt hatte. 





Gruppe, die in einer 11/, ° pigen 
NaCl-Lisung lebte 


Kontrollgruppe 


H,0 k Na Ca Cl H,O K Na Ca 


9 mg-°'9 | mg-°/5 mg-9/, mg-%/o OJ mg-9') mg-°') mg-°), 


80,45 350 85 ¢ 43 8040 275 193 59 
81,12 320 | 101 37 = 81,00 260 = 187 45 
80,79 300 105 29 8029 310 210 81 
81,37 360 96 f 42 8039 287 217 65 
80,17 347 108 ) 40 79,80 240 176 64 
82,00 382 87 F 35 79.95 286 189 59 
81.56 344 94 51 = 80,72. 304.197 83 
81.79 325 115 59 56 = 81,13 278 ~=—- 235 §2 
80,34 364 103 71 39 || 79.60 224 168 72 
79,97 310 92 58 44 || 79,80 237 189 76 
Durch- i 
schn.: 80,95 340 986 55,9 41,6] 8030 265 1936 666 


ik COD 


~ 


— 
ovals 


Aus dieser Tabelle sehen wir, daB bei allen Fischen, welche in einer 
11/,°, igen NaCl-Lésung lebten, der Na-Gehalt der Muskelgewebe im 
Vergleich mit den Kontrollen stark anstieg. Die Zunahme des Na-Gehaltes 
betragt durchschnittlich fast 100°,. Der Kaliumgehalt hat sich durch- 
schnittlich um 26°, vermindert. Der Wasser- und Chlorgehalt blieb un- 
veriindert. Diese Untersuchungen wurden nochmals an zwei Fischserien 
angestellt, wobei vollkommen analoge Ergebnisse gewonnen wurden. 


Tabelle II. 
Wasser-, K-, Na-, Ca- und Cl-Gehalt im Muskelgewebe von 
Fischen, welche in 2° igen CaCl,-Lésungen lebten. 





H, 0 K Na Ca cl 


Anmerkung 
%9 mg-° 5 mg-9/9 mg-° » mg-°/» 


81.5 296 93 123 5, 
80,9 287 95 127 0, Die Kontrollfische dieser 
80.7 320 102 143 39.3 Gruppe wiesen in ihrem 
7] ¢ - Muskelgewebe einen Was- 
(9,4 314 107 108 bate ser-, K-, Na-, Ca- und 
82.0 299 84 147 3.E Cl-Gehalt auf, welcher mit 
81.3 355 91 139 28, den fiir die in Tab. 1 dar- 
708 26 as 2 " gestellten Kontrolltischen 
19,6 360 83 132 ig identisch ist. die Angaben 
78,7 317 117 ol, sind daher nicht ange- 
9 80.3 298 134 2 bracht worden. 

10 80,7 329 109 


Durch- 
schnitt: 89,55 ) 315.5 94,7 127.9 


ore oboe 


~ 
ra) 


io | 





Bei Fischen, die in Wasser mit einem 2°,igen CaCl,-Gehalt lebten, 
kam es zu einer starken Zunahme des Ca-Gehaltes im Muskelgewebe. Die 
Zunahme im Vergleich mit dem Ca-Gehalt des Muskelgewebes der Kontroll- 
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fische betragt 128°. Der Kaliumgehalt ist ein wenig vermindert. Der 
Wassergehalt, sowie der Natrium- und Chlorgehalt bleibt unverandert. 
Wiederholte Untersuchungen an anderen Serien, die im Wasser mit einem 
l- bis 2°. igen Calciumgehalt lebten, bestétigten diese Ergebnisse. 

Die in den Tabellen [ und II mitgeteilten Angaben zeigen eindeutig, daB 
infolge einer Zunahme der NaCl- und CaCl,-Konzentrationen im Wasser 
die Menge der entsprechenden Kationen im Muskelgewebe scharf steigt, 
aber die Menge des Cl-Anions bleibt dabei unverdandert. Es war also sehr 
interessant, die unter diesen Bedingungen stattfindenden Veranderungen 
im Blute festzustellen. Als Versuchsobjekte dienten Karpfen, von denen 
genligende Blutmengen aus dem Herzen entnommen werden konnten. 
Leider konnten wir nur den EinfluB der Zunahme von NaCl-Konzentra- 
tionen untersuchen, weil wir nicht geniigend Fische hatten. Im Blute und 
im Muskelgewebe wurde der Na- und Cl-Gehalt bestimmt. Die Versuchs- 
ergebnisse sind aus Tabelle III zu ersehen. 


Tabelle III. 


Na-und Cl-Gehalt (in Milligrammprozent)im Bluteundim Muskel- 
gewebe der Fische, die sich im Laufe von 70 Tagen in einer 
1'/,°,igen NaCl-Lésung befanden. 








Blut Muskelgewebe 
" Kontroll- Versuchs- Kontroll- Versuchs- 
tische tische tische tische 

fe | a | mil ail wm ia | me cl 

1 136 272 145 372 33 28 112 37 

2 135 235 151 422 40 34 111 29 

3 -- — 115 362 40.7 - 108 33 

4 123 291 135 503 46 36 116 34 

5 131 220 122 428 38 —_ 98 , 

6 110 228 — 414 31 30 110 32 

7 126 — 112 ~- — 39 126 42 

8 —_ 246 129 487 50 40 110 35 
y 98 210 108 _ 41 42 — 34,5 

Durch- 

schnitt: 123 243 129 429 40 35,5 111.4 34,5 


Aus dieser Tabelle sehen wir, daB die Veranderungen des Na-Gehaltes 
im Muskelgewebe der in einer 1',,° igen NaCl-Lésung lebenden Fische 
identisch mit den in Tabelle I angefiihrten sind. (Zunahme um 76°,, gegen- 
iiber dem Na-Gehalt der Muskeln der Kontrollfische.) Der Chlorgehalt 
blieb auch unverandert. Im Blute wurde das entgegengesetzte Bild beob- 
achtet. Der Na-Gehalt der in einer NaCl-Lésung befindlichen Fische blieb 
unverandert (im Mittel sogar etwas niedriger). Aber der Chlorgehalt war 
gegen die Norm bedeutend gestiegen. Auf Grund unserer Untersuchungen 
kénnen wir also schlieBen, da das Muskelgewebe in der Regulierung des 
Na-Gehaltes im Blute eine bedeutende Rolle spielt. Der Na-Gehalt im Blute 
bleibt unverindert ; das hangt wahrscheinlich davon ab, daB der UberschuB 
des aus dem umgebenden Milieu in den Organismus des Fisches dringenden 
Natriums sich in irgendeiner Form im Muskelgewebe ablagert. .Wond und 
Netter, welche die Regulierung des Na-Gehaltes im Organismus durch das 
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Muskelgewebe speziell studiert haben, sind der Meinung, daB Natrium sich 
in den Muskeln in Form von Milchsdéureverbindungen ablagert und dab 
die Fahigkeit der Muskeln, Natrium zu binden, von der Menge der Milch- 
saure, die sich im Muskel bildet, abhangt. Teilweise sprechen unsere Beoh- 
achtungen (die aber weiterer Bestatigungen bediirfen) dafiir, daB in unseren 
Versuchsbedingungen das sich im Muskelgewebe ablagernde Na mit Eiweib- 
stoffen verbunden ist. Nach unseren Angaben spielt das Muskelgewebe 
keine Rolle bei der Regulierung des Chlorgehaltes im Blute. Eine starke 
Zunahme des Chlorgehaltes im Blute der SiiBwasserfische. bei einer gleich- 
zeitigen Zunahme der Chlorkonzentration im Wasser (auf Grund sowohl 
unserer als auch der Angaben von Fontain und Firly), hangt einerseits davon 
ab, daB die Muskelgewebe den ChloriiberschuB nicht aufnehmen und anderer- 
seits die Exkretionsorgane (Nieren und Kiemenzellen) den ChloriiberschuB 
nicht geniigend schnell absondern kénnen. Es bleibt einstweilen die Frage 

ungeklart, in welcher Verbindung das Chlor vom Organismus ausgeschieden 
wird, wenn die NaCl-Konzentration im Wasser gestiegen ist. Diese Frage 
bedart einer weiteren Untersuchung. 


Zusammenfassung. 

Kine Steigerung des NaCl- und CaCl,-Gehaltes im Wasser bis auf 
1! ', bis 2°, verursacht eine starke Zunahme des entsprechenden Kations 
im Muskelgewebe von Fischen, indem die Kationenmenge im Blute 
dabei unverindert bleibt. Im Muskelgewebe bleibt der Chlorgehalt 
unverandert, im Blute ist eine scharfe Steigerung beobachtet worden. 
Es ist somit der Mechanismus der Cl-Regulierung von demjenigen des 
Natriums verschieden, und beide Mechanismen sind voneinander 
unabhangig. 





Die Wechselwirkung zwischen Aminosiuren und Nicotin. 


Von 
1. S. Jaitsechnikow. 


(Aus dem organisch-chemischen Laboratorium der Universitat Moskau.) 


(Eingegangen am 10, August 1933.) 


Casein und Nicotin wirken unter bestimmten Verhaltnissen auf- 
einander ein!. Versuche mit einigen Aminosaduren und deren Derivaten, 
z. B. Glycin, Hippursiure, Leucin, Glutamin- und Asparaginsaure 
und Asparagin, fiihren zu verschiedenen Resultaten. 

Glycin (0,75 g, 100cem H,O, m/10 Lésung). 5cem dieser Lésung 
wurden mit 5ccm etwar 2° ,igeR as vermischt; der Uberschu 
an Nicotin wurde mit n/10 H,SO4-Lésung gegen Methylrot titriert ; ferner 
wurden 5 cem Nicotinlésung min 10°, H,SO, titriert (Blindversuch). 
5eem etwa 2°,ige (etwa m/10) Nicotitdésumg -*'5,56em n/10 H,SO,. 
5eem Nicotinlésung + 5cem Glycin — 5,5 cem n/10 H,S8Qy,. 


* 


Somit ist ersichtlich, daB zwischen Glycin und Nicotin keine 
Reaktion stattfindet; aber Glycinderivate, z. B. Hippursiaure (Benzoyl- 
glycin) wirken auf Nicotin ein. Da die Léslichkeit der Hippursaure 

0.37 ist, wurde eine weniger konzentrierte, m/50 Lésung (1 g Hippur- 
siiure, 275 ccm H,O) hergestellt. 


5cem m/50 Hippurséure — 1 eem n/10 NaOH. 5 cem etwa 2°, ige Nicotin- 
lésung — 5,5cem n/1l0 HgSQsy,. 





oe n/10 HoSO, 
‘ Etwa 2° cig. n/10 bzw. m 10 Nicotin- 
m/50 Hippursaéure Niecotinlésung Hs SO, lésung wurden 
(etwa m 10) “ gebunden 


ecm ecm ecm 


5,0 5,0 4.5 1.0 
5.0 45 4.0 0.95 
5.0 4,0 3,4 1,0 
5.9 3.5 2.85 1.0 
5.0 3.0 2.4 0.9 
5,0 2.5 75 1,0 
5.0 2.0 an 1.0 
5.0 1.5 65 1.9 
5,0 1,0 1 1,0 
5.0 0.9 1.9 


! Diese Zeitschr. 259, 381, 1933. 





Wechselwirkung zwischen Aminosauren und Nicotin. 427 


Mittelwerte: 1,0 ccm m 10 Nicotinlésung verbindet sich mit 5 ccm 
m 50 Hippursaure, d.h. Hippursiure und Nicotin reagieren im Ver- 
haltnis 1:1: wahrscheinlich wird die Verbindung C,H;CONH 
.CH,COOH .NC;H,.C,H;N .CH, gebildet. Die Darstellung dieser 
Verbindung gelang nicht: es wurden sirupése Lésungen erhalten, die 
nach Verdunsten und Erkalten amorphe Masse hinterlieBen. Die 
feste Masse ist in Wasser, Alkohol, CHCl, léslich, dagegen nicht. in 
Ather. Die Lésungen lieBen beim Verdunsten einen dicken Sirup 
zuriick; beim Erkalten erstarrt der Sirup amorph. 

Leucin (m/20 Lésung: 0.1965 g¢ Leucin, 30cem H,O). 5cem etwa 
2° ige Nicotinlésung -- 5,5 cem n 10 H,SO,. 5cem Nicotinlésung + 5 cem 


Leucinlésung —-- 5,5cem n 10 H,SO,. 
Somit findet zwischen Leucin und Nicotin keine Reaktion statt. 


Aminodicarbonsaiuren (Glutamin- und Asparaginsiure) verhalten 


sich zum Nicotin anders. 

Glutaminsdure (m/20 Lésung: 0.3675 g¢ Glutaminséure, 50 ccm H,Q). 
5ceem m/20 Glutaminsaurelésung — 2.6cem n 10 NaOH. 5ecm etwa 
2°.ige Nicotinlésung — 5,5ceem n 10 H,SO,. 





i waar n 10 HgS0O, 

m/20 Glutamin- Etwa oni B- n10 bzw. m/10 Nicotin- 
siure (etwa m 10) HoSO, lisung wurden 

Nicotinlisung gebunden 
ecm com ecem ecm 
5.0 5.0 Ds 2.4 
5,0 3.0 .s 2.4 
5.0 ye) 2.4 


Mittelwerte: 2,4ccm m 10 oder 4.8 cem m 20 Nicotinlésung ver- 
binden sich mit 5cem m 20 Glutaminséurelésung, was sehr nahe dem 
Verhaltnis 1 Mol: 1 Mol liegt und fiir die Verbindung COOH .NH, 
.CH.CH,.CH,.COOH.NC,H,.C,H,;NCH, spricht. Bei der Einwir- 
kung des Nicotins auf Glutaminsaure bildet sich ein in Wasser léslicher, 
in Alkohol, Ather, Chloroform unléslicher oder wenig léslicher Koérper. 

Asparaginsdure (m 20 Lésung: 0.33 ¢ Asparaginsiure, 50cem H,Q). 
5eem Asparaginsaurelésung —- 2.6cem n 10 NaOH. Seem Nicotinlésung 

> 5,5eem n lO HgSQy,. 





Etwa 29/ci n 10 HgSO, 

m_ 20 Asparagin- twa 2° ol. no bzw. m/10 Nicotin- 
siure (etwa m‘10) Hy SO, lisung wurden 

Nicotinlisung . gebunden 


ecm eem ecm 


- 
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Mittelwerte: 2,5cem m 10 oder 5,0 ccm m 20 Nicotinlésung ver- 
binden sich mit 5ccm m 20 Asparaginséurelésung; es wird also eine 
Verbindung zwischen | Mol Asparaginsiure mit 1 Mol Nicotin, COOH 
.NH,.CH.CH,.COOH.N.C;H,.C,H,NCH, gebildet. Bei Satti- 
gung des Nicotins mit Asparaginsdure wird ein in Wasser léslicher und 
in Alkohol und Ather unléslicher Stoff gebildet. 

Asparagin (m 10 Lésung: 1,32 g Asparagin, 100 cem H,O). 5 c¢em 
etwa m/10 (etwa 2°,ige) Nicotinlésung — 5,5cem n/10 H,SO,. 5cem 
m/10 Asparaginlésung — 0,7 cemn/l0 NaOH. 5 cemm, 10 Asparaginlésung 

5cem Nicotinl6sung — 5cem n/lO H,SO,4 0.5 cem n/10 H,SO, 
wurden gebunden. 

Kin anderes Asparaginpraparat: 

5eem m/10 Asparaginiésung -> 0,6cem n/l0 NaOH. 5cem m 10 
Asparaginlésung + 5cem Nicotinlésung -- 5,0cem n/l0 H,SO,4, 0,5 cem 
n/10 H,SO, wurden gebunden. 

Wahrscheinlich wird Asparagin in wasseriger Loésung_ teilweise 
hydrolysiert (etwa 13°) unter NH,- und Asparaginsaure (bzw. N H,- 
Salz)-Bildung: daher geht die Reaktion (10°) mit Nicotin nur zum 
Teil vor sich (0,5 cem Nicotinlésung auf 5cem Asparaginlésung). 

Somit ist ersichtlich, daB die Monoaminodicarbonsauren (Aspa- 
ragin- und Glutaminsiure) und Hippursiure mit Nicotin reagieren, 
die Monoaminomonocarbonsaéure (Glycin, Leucin) und = Asparagin 
dagegen nicht. 
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Der EKinflub der mitogenetischen Strahlen 
auf fermentative Prozesse. 


Von 
S. Mardaschew und M. Mogilewsky. 


(Aus der Abteilung der vergleichenden Biochemie der biochemischen Sektion 
des Instituts fiir experimentelle Medizin der USSR.) 


(Eingegangen am 10, August 1935.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Die Entdeckung der mitogenetischen Strahlen von A. G. Gurwitsch 
erweist sich zweifellos als ein Befund, der weit iiber die Grenzen der 
Biologie hinausgeht und als ein Zentralproblem erscheint. © Der ur- 
spriingliche Begriff von Strahlen dieser Art als spezieller Faktor, der 
nur den TeilungsprozeB der Zellen begleitet, weshalb die Strahlen auch 
mitogenetisch genannt werden, erleidet heute cine ganze Reihe wesent- 
licher und prinzipieller Verainderungen. Die Befunde vieler Forscher 
haben ihre bedeutend gréBere Verbreitung. als anfangs vorausgesetzt 
wurde, festgestellt. Es zeigte sich, daB nicht nur biologische Prozesse 
als Strahlungsquelle dienen kénnen, sondern daB auch die sogenannten 
Oxydationsmodelle, wie z. B. K,Cr,O-; FeSO, die ganz reine 
chemische Systeme darstellen, sich als machtige Quellen der mito- 
genetischen Strahlung ergeben. Diese letzte Tatsache ist unzweifel- 
haft von groBer prinzipieller Bedeutung, denn die biologischen Objekte 


werden nicht nur ihres Monopols der mitogenetischen Strahlungs- 
quelle beraubt, sondern auch, was die Hauptsache ist, es wird die 


Grenze zwischen den biologischen Objekten und dem einfachen chemi 
schen System, das aus anorganischen Komponenten besteht, verwischt. 
Deshalb werden verschiedene chemische Prozesse haufig als Quellen 

FeSO, und b) HNO, + FeSO, (nach Braunstein und Potozkaja), 
2. proteolytische Modelle: a) EiweiB mit kiimstlich dargestelltem Magen- 
saft und b) Fibrin mit natiirlichem Magensaft (mach Aarpas) und 
3. Glykolyse. 
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der Ausstrahlung benutzt, wie 1. Oxydationsmodelle: a) K,Cr,O,; 
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Uns erschien es interessant, die Wirkung der mitogenetischer 
Strahlung auf die fermentativen Prozesse zu untersuchen und si 
das Gebiet der Erforschung der Wirkung der Strahlungsenergie au 
die Fermente auszudehnen. 


Methodik. 
Zu unserer Arbeit wahlten wir folgende zwei fermentativen Systeme 
1. Arginin + Arginase, 2. Saccharose — Saccharase. Als Quelle det 
Strahlung benutzten wir hauptsiéchlich 1. Magensaft — Fibrin, 2. ein dem 
Detektor identisches System Saccharose + Saccharase (zur Saccharose ) 
und Arginin + Arginase (zum Arginin) und 3. Blut (gesunder Kaninchen), 


zu dem Glucose zugesetzt wurde. Der 
Bestrahlung wurden wie das System. 
doh. Substrat — Ferment, auch das 
Ferment allein (Verdiinnung 1: 20) 
ausgesetzt. Die Bestrahlung wurde so- 
wohl im Dunkeln (im dunklen Thermo- 
staten) als auch bei Licht vorgenom- 
men. Was die Temperatur anbetrifft, 
so wurde die Induktionsquelle immet 
bis 37 bis 38° erwarmt, das System 
bis 37 bis 38°, wenn die Untersuchung 
im Thermostaten vorging und bis 19 








bis 15°C, wenn sie bei Licht vorge- 
nommen wurde. Eine 15 cem fassende 
Glaskammer mit einem Quarzboden 
(kristallinischer Quarz, speziell mito- 
genetisch vorgepriift) wurde mit der Induktionsquelle beschickt. Die 
Quarzplatte wurde mit Hilfe von Bakelitleim oder Mendelejew-Kitt an 
die Kammer geklebt. 


Abb. 1. 


Abb. 1 zeigt die Versuchsanordnung fiir die Bestrahlung. Die Kammer 
wurde mit der Strahlungsquelle, z. B. Blut, beschickt. Die Temperatur 
wurde mittels einer einfachen Heizvorrichtung auf 37° gehalten. Dieselbe 
bestand aus einer Spirale aus feinem Ni-Chromdraht, die in eine Glasréhre 
von etwa 2mm Durchmesser eingefiihrt und mit derselben hufeisenférmig 
gebogen wurde. Die Glasréhre wurde in die Fliissigkeit getaucht, die freien 
Enden des Drahtes in den Strom mit verschiebbarem Widerstand ein- 
geschaltet und die Temperatur entsprechend reguliert. Die Kammer mit 
dem Quarzboden, beweglich an dem Stativ befestigt, wurde auf die Kiivette 
(die mit dem fermentativen System versetzt war) so aufgesetzt, daB der 
Quarz von dem Niveau der Fliissigkeit in der Kiivette 3 bis 7mm Abstand 
hatte. Wenn die Untersuchung im Thermostaten bei 37° vor sich ging, 
war es selbstverstandlich, daB wir auf die Spirale verzichten. Um in der 
Kammer die Temperatur auf konstantem Niveau zu erhalten, wurde sie 
mit einem Thermometer versehen. Es wurde auch ein Kontrollversuch 
angestellt, die Kontrollkammer hatte statt Quarz nur einen gewoéhnlichen 
Glasboden. 


Wenn als Strahlungsquelle Blut (auf die Halfte verdiinnt mit 2- 
oder 4° iger MgSO,) benutzt wurde, so wurde hin und wieder zur Er- 
haltung der Strahlungsfihigkeit Glucose (',°,) zugetropft. Wenn als 
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Strahlungsquelle Magensaft — Fibrin (sorgfaltig zu Pulver verarbeitet ) 
gebraucht wurde, muBte die Kammer vorlaufig mit Magensaft versetzt 
und dann Fibrin in kleinen Portionen mehrere Male zugefiigt werden. 
Alles wurde sorgfiltig mit einem Glasstabchen vermischt. Wir benutzten 
drei Quarzplatten, die speziell im Laboratorium bei Prof. Guriwitsch mito- 
genetisch vorgeprift waren. Die Versuchsergebnisse, die Geschwindigkeit 
der Reaktionsspaltung des Arginins durch die Arginase im bestrahlten Teil 
wie auch in der Kontrolle wurden durch Wagen des nach Fosse erhaltenen 
Dixanthylharnstoffs und durch Bestimmung des Zuckergehalts nach Bertrand 
ermittelt. 

Wie fiir das Experiment, so wurden auch fiir die Kontrolle Doppel 
bestimmungen angestellt. Das Wesentliche unserer Versuche war, dali wit 
als Detektor nicht eine Hefekultur (bzw. Hefeblock), sondern ein Chemisches 
System (Ferment Substrat) benutzten. 


Experimenteller Teil. 


In der ersten Versuchsanordnung beschlossen wir, die Ausstrahlungs- 
quelle mitten in das System Ferment — Substrat zu stellen. Es wurden 
sechs 75 ccm fassende Erlenmeyer-Kolben mit 15 c¢cem der Stammldésung 
(l00cem O,8°.ige Argminidsung — Leem Arginase-Glycerinauszug aus 
der Leber) versetzt. In den Versuchskolben wurde 0,1 cem frisches Blut 
gebracht und wiahrend des Versuchs jede 15 Minuten 0,1) cem = !),° ige 
Glucose, um die Strahlungskraft des Blutes zu erhalten, hinzugefiigt. 
In den ersten Kontrollkolben kam nur 0,1 cem frisches Blut ohne Glucose 
(statt Glucose Wasser), in den zweiten Kontrollkolben kam nur 0,1 cem 
Glucose ohne Blut (statt Blut Wasser). Zur Bestimmung der Reaktions- 
geschwindigkeit wurden aus jedem Kolben nach 40 Minuten und nach 
1 Stunde 10 Minuten 5ccem der Lésung entnommen. Aus dem Versuchs- 
ergebnis Tabelle I ersieht man, da wir in den Versuchskolben den Effekt 
der Depression erhielten. 

Im ersten Versuch 7,1°,,; Kontrollkolben 12,4°, 


+ Zweiten as 16.3 °%; “ 21% 


Tabelle I. 





Dixanthylharnstoft 


Arginin 3] " r , 
Benennung + Arginase Blut Glucose Wasser in mg 
eem eem ecm eem Nach 40 Min. Nach 70 Min 
Versuch ... 16 0.1 0,1 ~ 7,1 16,3 
Kontrolle Nr.1 . id 0,1 0,1 12,4 21 
. ws 15 01 O01 - 17,2 
Effekt in °,: —43 — 20 


Diese Versuchsanordnung konnte uns, abgesehen vom deutlich aus- 
gesprochenen mitogenetischen Effekt, nicht befriedigen, weil wir es hier mit 
einer ganzen Reihe komplizierter Prozesse zu tun hatten, und es erschien 
zweifelhaft, ob die Depression nur das Resultat der mitogenetischen Be- 
strahlung des fermentativen Prozesses war. Man mubte die Quelle der 
mitogenetischen Bestrahlung von dem fermentativen System isolieren, 
was wir auch in den folgenden Versuchen ausgefiihrt haben, bet denen wir 
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uns einer Kammer, die mit dem Strahlungssystem versetzt war. be 
dienten. Wir haben die Bestrahlung des Systems Arginin Arginase 
ausgetiihrt. Zu diesem Zwecke wurde eine Kiivette mit 15 oder 25 cem 
der Lésung des Systems Ferment Substrat ('/,- bis 1°,ige Lésung des 
Arginins + | bis 2cem Arginase in der Verdiinnung |: 20) gefiillt. Wie 
aus der Tabelle LL zu ersehen ist, war das Resultat der Bestrahlung in allen 
Versuchen die Depression des Prozesses. 


Der Bestrahlung wurde das System Arginin -- Arginase unterworten. 


Tabelle II. 





Dixanthylharnstoff 





Nr. Induktionsquelle Exposition a mS Differenz Effekt 
Min. Versuch Kontrolle 
1 45 8.7 10,23 1,53 14,5 
l 70 15.1 16,65 1.55 — 9 
2 45 5.65 7.10 1,35 20 
3 ' ae 50 15,43 21,47 6.04 28 
4 Magensaft + Fibrin 50 12°10 12'68 0.58 5 
D 60 10,36 11.90 1.54 13 
6 60 15.53 15.80 0,27 3 
7 39 8.9 10.53 1.65 — 15,5 
S | Paes 30 42 98 O46 — 5,5 
8 ne eee 60 144154) es ims 


Die Versuchsergebnisse legten uns die Notwendigkeit der Bestrahlung des 
Ferments allein nahe. In den von uns ausgefiihrten Versuchen der Tabelle ITI. 
wo nur das Ferment allein, ohne Substrat. der Bestrahlung unterworfen 
wurde, erhielten wir fast gar keinen Effekt; von diesem Standpunkt aus- 
gehend, konnten wir voraussetzen, daB der mitogenetische Effekt nicht 
in der Zerst6rung oder Inaktivierung des Ferments besteht. sondern da® 
der Mechanismus der Wirkung der Strahlen auf das System viel kom- 
plizierter ist. 

Der Bestrahlung wurde das Ferment Arginase ohne Substrat unter- 
worfen. 

Tabelle Ill. 


Glycerinauszug aus der Leber in Verdiinnung IL: 20, 





Dixanthylharnstoft 


Dauer in mg 

Nr. Ditferenz Effekt 

a ey Versuch Kontrolle — ( 
1 50 45 26.3 27.3 1 — 3.5 
2 100 5D 36.8 36,7 
3 35 45 11.5 11.9 | % in der 
4 35 90 15, t 15,2 Grenze des 
5 40 30 25.7 26.1 weniger Versuchs- 
6 30 40 12.3 12.6 als 1 | feblers 
7 6) 45 15.8 16.3 


Wir haben noch eine Reihe von Versuchen mit dem System Saccharose 
Saccharase ausgefiihrt. Die Ergebnisse sind aus der Tabelle [IV zu 
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ersehen. Fir den Versuch wurden ?, bis 1), Saccharose Saccharase 
0.5cem auf 100 cem) verwendet. Die Kiivette wurde mit 25cem det 
Losung gefillt. Das Ferment Saccharase wurde durch sorgfaltige Ver 
reibung von 10g PreBbhefe mit 10g feinerm Quarzsand und 30 bis 40 ¢ 
Wasser, ein- bis zweistiindiges Stehen im Thermostaten bei 30°C. noch 
maliges Verreiben der Masse und durch Abtrennung der Fliissigkeit durch 
Zentritugieren im Laufe von 10 bis 15 Minuten oder Filtrieren ermittelt. 

Der Bestrahlung wurde das System Saccharose Saccharase untet 
worten. 

Tabelle IV. 





Zuckergehalt 


Nr. Induktionsquelle pupeeies ssalhitd Differenz Eekt 
Min. Versuch Kontrolle 

1 Das identische System 30 15 20.4 IHD 
1 MK * 45 34.42 BS.85 11 

2 ™ 40) 21,0 22.5 7 

2 ™ es 60 33,37 34.8 —— 
3 Blut 10 23,40 21,75 + 7 

4 120 15.37 16,27 — ie 
5 = 150 43.65 45,58 4 

6 Magensaft + Fibrin 30 15,15 19,73 — 93.5 
7 : + , ao 28,72 29,85 4 

8 Das identische System 180 16.65 18.83 12 
y . . 80 18.90 17.02 4.499 
10 s 99 19,95 19.95 0 
11 " 70 16.65 19,90 16.5 
12 E 180 34.92 35.66 2 





Die Ergebnisse dieser Versuche waren nicht so ausygesprochen., wie mit 
dem System Arginin Arginase. Der Grad der Depression ist niedriger 
und eine Aktivierung in zwet Versuchen vorhanden. Zu allen Versuchen 
wurden die Lésungen Arginin und Saccharose mit Phosphatpuffer bereitet, 
und man konnte keinen wesentlichen Unterschied in Versuchen mit dem 
optimalen und nichtoptimalen py erkennen; py wurde in der Mehrzahl det 
Versuche optimal eingestellt (siehe Tabelle V), fur die Aginase 8,5, Saccha- 
rase 5,2. 

Die Induktionsquelle blieb immer bei optimalem py. Bevor wir die 
Versuchsergebnisse besprechen, mussen wir erst auf die Versuchsbedingungen 
hinweisen. Praktisch hatten wir eine ganze Reihe von Momenten, die man 
nicht standardisieren konnte. So z. B. verschiedene Induktionsquellen, 
verschiedene Quarzglaser, verschiedene Aktivitat des Ferments im den 
verschiedenen Versuchen, der Abstand des Quarzglases von dem Niveau 
der bestrahlten Fliissigkeit und anderes. Wie aus den Versuchen zu ersehen 
ist, war es fiir die Ergebnisse der Bestrahlung nicht gleichgiiltig, welche 


Induktionsquelle benutzt wurde. Z. B. ist Magensaft Fibrin, wie es 
scheint. eine machtigere Quelle als Blut, aber auch bei derselben Quelle 
k6nnen wir verschiedene Effekte erhalten. Die Versuche von AKarpas 


haben bewiesen, daB die zum Blut zugefiigte Glucose die Strahlungskraft 
erhoht, aber tibermaBiges Zufiigen der Glucose die Strahlung des Blutes 
unterbricht. Aarpas hat auch festgestellt, da die Menge des zugefiigten 
Fibrins fiir die Strahlungsfahigkeit des Systems nicht gleichgiiltig ist. In 
dieser Hinsicht sind wir noch auf Erfahrungen angewiesen; es liegt noch 
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Tabelle V. 
Die Abhaingigkeit des mitogenetischen Effektes von den 
Versuchsbedingungen. 


1. Von der Beleuchtung und der Temperatur. 





Im dunklen Thermostaten Bei Tageslicht und kiinstlicher 








bei der Temperatur 35° bei der Rotem bis 15° 
Nr — Nr. — 
1 — 28 1 — 13 
2 — 5 2 — 15,5 
3 — 3 i + 7 
4 — 26,5 4 — § 
4 —11 5 - 14,5 
5 — 7 5 - 9 
6 — 4 6 — 20 
7 — 2 7 — 5,5 
8 — 23,5 
9 0 
10 -—- 4 
11 — 12 
12 + 11 
13 — 16,5 


2. Vom pu. 





System bei optimalem py 


System bei nichtoptimalem py 





Nr. _— Nr. — 
0 0 
1 — 14,5 1 — 26,5 
1 — 9 1 —11 
2 — 20 2 — 7 
3 — 55 3 — 5,5 
4 — 28 4 — 23,5 
5 -- 5 5 0 
6 — 3 6 — 4 
7 — 13 7 —12 
8 — 15,5 8 +11 
9 + 7 9 — 16,5 
10 — 4 
11 — 2 


nichts AbschlieBendes vor. Von groBer Bedeutung sind auch die Quarz- 
gliser. Versuche mit dem System Arginin + Arginase und die Bestrah- 
lung der Arginase allein wurden mit demselben Glas ausgefiihrt, und 
die Ergebnisse waren gleichartig. Versuche mit dem System Saccharose 

Saccharase wurden mit zwei verschiedenen Quarzen ausgefiihrt, und 
die Ergebnisse waren nicht so iibereinstimmend. Vielleicht haben wir es 
hier mit verschiedener Absorption des Quarzes zu tun. Aber man kann es 
auch von einem anderen Standpunkt betrachten. Wie Gurwitsch bewiesen 
hat, strahlt die Leber nicht aus. Aus unseren Versuchen ist zu ersehen 
(eine Serie von Versuchen, die hier nicht dargestellt werden), daB das 
System Arginin + Arginase nicht als Strahlungsquelle zu gebrauchen ist, 
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veil dieses System, wie es scheint, gering ausstrahlt.  Dagegen ist das 
System Saccharose — Saccharase eine gute Strahlungsquelle. © In An- 
yetracht dieser Erwagungen und auf Grund unserer Versuche kann man 
annehmen, daB die Bestrahlung von Arginin Arginase, d. h. eines Systems, 


das an sich schwach strahlt. einen besseren Effekt ergeben wird als die 
Bestrahlung des Systems Saccharose — Saccharase, das selbst gut strahilt. 
Was die Versuchsbedingungen betrifft, so ist bemerkenswert. dal} unsere 
Versuchsergebnisse fast mit denen von Gesenius iibereinstimmen. Gesenius 
bestrahlte mit Blut das Hefemazerat und verglich die Garung der be- 
strahlten und der Kontrollportion. Die Versuchsergebnisse von Gesenius 
waren: 


1. Mittlerer Prozentsatz der Depression 14. 
2. Ofteres Nichtzusammentreffen der Ergebnisse in einzelnen Ver- 
suchen: + 2 4 3 6 und daneben 33 23 35 und 40. 


Aus unseren Versuchsergebnissen, wie auch aus denen von Gesen/us, 
ist zu ersehen, daB bei gleicher Exposition verschiedene Effekte erhalten 
werden, z. B. bei ein und derselben Exposition von 1! , Stunden in ver- 
schiedenen Versuchen: — 35 — 9 und 11 (G@esenius). Schwerlich ist vorher 
zu berechnen, welcher Exposition der maximale Effekt entsprechen wird, 
weil es unmdéglich ist, alle Versuchsbedingungen zu standardisieren. Doch 
wenn sie genau gewahrt werden und wenn die Aktivitaét des Ferments 
standardisiert vorausgesetzt wird, auch dann sogar werden wir nie ein- 
deutige Ergebnisse bei gleicher Exposition erzielen, weil hier die Intensitat 
der Strahlen eine groBe Rolle spielt und die Dosierung der Strahlung 
ganz unmdéglich ist. Wenn man die Versuchsbedingungen und den 
maximalen Effekt besprechen will, so kommt man zu folgendem Ergebnis. 
1. Die Induktionsquelle mu8 wahrend der Exposition bestandig bleiben, 
vielleicht kénnte man von einer physikalischen Induktionsquelle  (spe- 
zielle Lampe) mit entsprechender Wellenlinge sprechen. 2. Die Quarz- 
glaser miissen maximal mitogenetisch durchlassig sein; wir kénnen nicht 
sicher sein, das verschiedene Quarze gleich durchlissig fiir die mito- 
genetischen Strahlen sind. Es wurden die optischen Eigenschaften von 
un- und durchsichtigen Quarzen untersucht; es wurden keine besonderen 
Unterschiede erhalten. Es ist méglich, daB diese oder jene Durchsichtigkeit 
des Quarzes von den Begleitstoffen abhangt. Von der Lésung dieser Frage 
ist die giinstige Entwicklung des Experiments im Gebiet der Mitogenese 
abhangig. 3. Wie es scheint, wird fiir die Wirkung auf das chemische 
System eine gr6Bere Intensitat verlangt als fiir die biologischen Detektoren. 

Wenn wir die Versuchsergebnisse zusammenfassen, so kommen wir zu 
dem SchluB, daB wir durch die Bestrahlung einen deutlich ausgesprochenen 
Effekt erhalten, und zwar haben wir fast in allen Fallen die Depression 
des Prozesses ermittelt. Es fragt sich, warum die Bestrahlung des Ferments 
ohne Substrat keinen Effekt ergibt und letzterer immer ermittelt wurde, 
wenn das System der Bestrahlung unterworfen wurde. Uns scheint es, 
daB das Wesentliche dieser Erscheinung im folgenden liegt: als Induktions- 
quelle kann entweder eine lebende Zelle oder eine chemische Reaktion 
dienen. Man kann voraussetzen, dai auch der Detektor diesen Bedingungen 
entsprechen muB. Das Ferment ist aber nicht das eine und nicht das andere. 
Von keiner Sekundarstrahlung kann hier die Rede sein. Wie es scheint, ist 
der mitogenetische Effekt nur dann mdéglich, wenn zwei mitogenetische 
Felder, wie Detektor und Induktor, vorhanden sind. Man mul betonen, 
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daB die Erscheinung der Sekundarstrahlung hier die Hauptrolle spielt 
weil der Koeffizient der Absorption der Mehrzahl organischer Verbin 
dungen fiir das kurze Ultraviolett sehr hoch ist; ohne die Sekundarstrahlun, 
kénnte keine Rede sein von dem merklichen Durehdringen der Strahlung 
in die Tiefe des Gewebes (4. Gurwitsch). Aber der Proze der Sekundiirt 
strahlung selbst steht in naher Beziehung zu dem bewiesenen Dasein 
des mitogenetischen Feldes des Detektors, auf welches (nach dem Ausdruck 
von A. G. Gurwitsch) nur das experimentelle Induktionsfeld der Induktions 
quelle aufgelegt wird. So erweist sich der Detektor gleichzeitig als In 
duktionsquelle und umgekehrt die Induktionsquelle gleichzeitig als Detektor. 
Allerdings paBt das nicht in den Rahmen des vereinfachten Schemas det 
gegenseitigen Einwirkung; die Induktionsquelle wirkt aut den Detektor 
und erduldet selbst die Wirkung des letzteren. Das experimentelle mito 
genetische Feld ist unbedingt eine komplizierte Funktion des Detektors 
und der Ausstrahlungsquelle in gegenseitiger Einwirkung, aber der mito 
genetische Eftekt wird nur durch das einseitige Registrieren der Ver- 
anderungen des Detektors ermittelt. Es scheint, daBi der Mechanismus 
der Eimwirkung der Strahlen in der Veranderung des Tonenzustandes des 
Systems und infolgedessen der Dispersion liegt, aber wegen des Fehlens 
experimenteller Befunde haben wir kein Recht, irgendwelche Hypothesen 
auszusprechen. Wir halten es nicht fiir méglich, sogar den sehr kleinen 
Prozentsatz der Versuche, die Aktivierung aufweisen, als Zufall zu erklaren. 
Das Fehlei einer Norm und Dosierung der mitogenetischen Strahlen 
gibt uns kein Recht, kategorisch die Méglichkeit der Aktivierung unter 
dem EintluBb der mitogenetischen Strahlen bei bestimmten Strahlungs- 
bedingungen zu verneinen. In jedem Falle ist solche Voraussetzung nicht 
ohne eine gewisse Grundlage. 


Zusammenfassung. 

1. Das chemische System (Ferment + Substrat) kann als Detektor 
fiir mitogenetische Strahlen dienen. 

2. Die Bestrahlung des fermentativen Svstems mit mitogenetischen 
Strahlen gibt einen deutlich ausgesprochenen Effekt. 

3. Die iiberwiegende Mehrzahl der Experimente ergibt den Effekt 
der’ Depression. 

4. Die Versuchsbedingungen, wie z. B. Licht, Temperatur und py 
des Systems tiben keinen merklichen EinfluB auf die Ermittlung des 
Effektes aus. 

Literatur. 


1) A. G. Gurwitsch, Mitogenetische Strahlung. Monographie. Moskau 
1932 u. Berlin 1932. — 2) A.M. Karpas u. M. Lanschina, diese Zeitschr. 
253, 313, 1932. — 3) Heinrich Gesenius, ebenda 225, 358, 1930. 
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Uber eine neue Mikro-Glykogenbestimmungsmethode. 


Von 


Stefan Simonovits. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ung. Universitat 


Budapest.) 
(Eingegangen am 11, August 1935.) 


Im Verlauf gewisser Experimente hatte sich die Notwendigkeit 
ergeben, besonders kleine Glykogenmengen zu bestimmen. Es schien 
mir zu diesem Zwecke die von VW. Sahyun' jiingst angegebene Methode 
gecignet zu sein. Kontrollversuche aber, die spiter beschrieben werden 
sollen, hatten gezeigt, da diese Methode mit mehr oder weniger groBen 
Fehlern behaftet ist und daher durchaus unzuverlassige Resultate 
ergibt. Da meine Untersuchungen zur Aufdeckung des in der genannten 
Methode begriindeten Fehlers fiihrten und es mir gelang, auf Grund 
friiher schon bekannter Bestimmungsprinzipien eine Mikromethode 
auszuarbeiten, soll auf meine diesbeziiglichen Untersuchungen naher 


eingegangen sein. 


I. Kontrolle der Mikro-Glykogenbestimmungsmethode yon Sahyun. 


Das Prinzip der Sahyunschen Methode besteht darin, daB man kleine 
Mengen Glykogen enthaltenden Gewebes mit konzentrierter Kalilauge 
aufschlhieBt und nach Zugabe von Tierkohle das Glykogen mit Alkohol 
fallt. Nach dem Zentrifugieren wird das am Boden des Zentrifugenrohres 
haftende und an Tierkohle adsorbierte Glykogen mit H,SO, hydrolysiert 
und die so erhaltene Zuckermenge mit einer Reduktionsmethode bestimmt. 


a) Parallele Makro- und Mikrobestimmungen. 


Um meine mit dieser Methode erhaltenen Versuchsergebnisse bewerten 
zu kénnen, habe ich jeweils mit dem gleichen Versuchsmaterial Paralle! 
versuche mit der von Pfliger? angegebenen Makromethode durchgetiihrt. 
Als Versuchsmaterial diente mir Muskelbrei, der frisech, noch im Schlacht 
hofe — es sei hier Herrn Priv.-Doz. Dr. G. Burghoffer tir sein Entgegen 
kommen bestens gedankt verarbeitet wurde. Von der Benutzung der 


1M. Sahyun, J. of biol. Chem. 98, 227, 1931. 
2 BE. Piliiger, Arch. f. d. ges. Physiol. 129, 362, 1909. 
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von Sahyun zur Vermeidung der Glykogenolyse angegebenen  fliissigen 
Luft konnte Abstand genommen werden, da die Versuche im Winter aus- 
getihrt und die Versuchsproben binnen !/, Stunde nach dem Tode des 
Tieres abgewogen und mit siedender Kalilauge versetzt wurden. Das 
Material bei den Versuchsproben fiir die Makro- und Mikrobestimmungen 
wurde bei den Versuchen | bis 3 aus demselben Muskelbrei entnommen, 
und zwar wurden mit der Mikromethode zwei Parallelbestimmungen, bei 
der Makromethode hingegen nur eine Bestimmung ausgefiihrt. Bei den 
Versuchen 4 und 5 aber wurden jeweils zwei Proben von ein und demselben 
Muskelbrei mit Kalilauge aufgeschlossen, und jede der beiden Versuchs- 
proben diente als Ausgangsmaterial fiir zwei Mikro- und eine Makro- 
bestimmung, so daB bei diesen Versuchen von einem Muskelbrei vier Mikro- 
und zwei Makrobestimmungen vorliegen. Bei der Durchfiithrung der Glyko- 
genbestimmungen habe ich mich streng an die Vorschriften der von Pfliiger 
und Sahyun angegebenen Methoden gehalten. Bei den Mikrobestimmungen 
wurde der Zuckergehalt nach der Bangschen Mikromethode, bei den Makro- 
bestimmungen die Glykogenmenge durch Polarisation bestimmt und ein 
Teil nach vorheriger Hydrolyse nach Bang titriert. Alle in den Tabellen 
angefiihrten Reduktionswerte sind aus drei Parallelbestimmungen  be- 
rechnet. Bei der Polarisation bediente ich mich eines Lippichschen Halb- 
schattenapparates mit zweiteiligem Gesichtsfeld. Als Lichtquelle diente 
eine Natrium-Osramgliihlampe. 


Tabelle I. 











= Makrobestimmung nach Pfliger Mikrobestimmung nach Sahyun 
Z Unter- Glyko ine ime |. | . 
4 ilykogengehalt in ° nter + ; 
= suchungs- bestimmt durch : suchungs- ee Verwendetes 
material — material 8 Kohlenpriparat 
Nr. g Polarisation Reduktion g %% 
1 100,90 0,77 0,67 10,0 0,37 Carbo animalis 
10,0 0,16 pro analysi Merck 
2 102,0 0,99 0,97 9.8 0,84 
11,0 0,85 | ° ? , 
Carbo animalis zur 
3 1087 1,20 126 = 156 (0,92 | Harnanalyse Merck 
19,8 1,06 
4 62,8 0,55 0,53 3,49 0,41 | 
3,49 0,38 Carbo animalis 
98.6 0.52 0,50 5.48 0,28 | pro analysi Merck 
548 0,25 
5 116.8 0,99 0,98 4,17 0,79 | 
4,17 0,76 Carbo medicinalis 
124.3 0,97 0,94 4,44 0,72 | Richter 
4,44 0,69 


Aus der Tabelle I ist ersichtlich, «) daB die nach der Sahyunschen 
Methode erhaltenen Werte erheblich tiefer liegen als die Werte, welche die 
Makromethode liefert, /}) daB die Ergebnisse der Parallelversuche mit der 
Mikromethode gréBere Schwankungen zeigen als die mit der Makro- 
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bestimmung erhaltenen (Versuche 4 und 5). Auf Grund dieser Er- 
gebnisse kann geschlossen werden, daB bei der von Sahyun angegebenen 
Methode das Glykogen in nur unzuverlissigem Grade bestimmt wird. 


b) Versuche mit Tierkohle. 

Die Ursache der zu tiefen Glykogenwerte bei der Sahyunschen 
Methode darf in der Verwendung von Tierkohle erblickt werden, um 
so mehr als mit verschiedenen Kohlenpraiparaten gearbeitet wurde 
und die mit der Mikromethode erhaltenen Werte in’ verschiedenem 
Grade von den Ergebnissen der Makrobestimmungen abweichen. 


Aus der Literatur ist beziiglich der Wirkung von Tierkohle auf organische 
Substanzen bekannt, dab sie letztere teils adsorbiert, teils nach Adsorption 
oxydiert (Oxalsiure, Phenylthioharnstoff, Aminosduren). Nach Michaelis 
und Rona! wird Glykose von Tierkohle adsorbiert. Sahyun konnte dagegen 
den Zucker aus einer Glykoselésung, die er mit Tierkohle geschiittelt und 
5 Minuten in siedendem Wasserbad gehalten hatte, quantitativ zuriick- 
erhalten. Um diese Widerspriiche erklaren zu kénnen, habe ich folgende 
Versuchsreihen durchgefiihrt. 

Versuchsgruppe 1. Ich versetzte 5ccem einer Glykogenlésung, deren 
Konzentration durch Polarisieren bestimmt worden war, mit verschiedenen 
Mengen Tierkohle verschiedener Herkunft, hydrolysierte 2 Stunden hin- 
durch in siedendem Wasserbad mit 5cem 2n H,SO,, neutralisierte nach 
Abkiihlenlassen mit 2n NaOH, itibertrug in einen MeBkolben, fiillte bis 
zur Marke auf und bestimmte den Zuckergehalt nach Bang. Die Glykogen- 
menge wurde durch Multiplikation des Zuckerwertes mit 0,927 ermittelt. 
Zur Kontrolle der so erhaltenen Glykogenwerte habe ich von jeder Glykogen- 


Tabelle II. 





Glykogengehalt 


Versuch ‘ . rr sti 
Verwendetes Kohlenpriparat der bestimmt 
Ausgangslisung nach Hydrolyse 


Nr. g re 

1 Ohne Kohblenbehandlung 0.0139 0.0134 
0,3 g Carbo medicinalis Richter 0.0139 0.0008 

2 Ohne Kohlenbehandlung 0,0070 0,0066 
0,1 g Carbo animalis pro analysi Merck 0,0070 0,0911 

3 Ohne Kohlenbehandlung 0,0155 0,0150 
0,05 g Carbo medicinalis Richter 0.0155 0,0051 
005¢ , ‘ Merck 0.0155 0.0048 
Ol g < ms Richter 0.0155 0.0032 
os 2 « m Merck 0,0155 0,0035 
OS w . a Richter 0,0155 0,0019 

4 Ohne Kohlenbehandlung 0,0226 0,0219 
0,05 g Carbo animalis pro analysi Merck 0,0226 0,0150 
Sle -» = - us 2 0.0226 0.0116 
C2 @ -« a - x si 0,0226 0,0078 


1 Michaelis u. Rona, diese Zeitschr. 16, 489, 1909. 
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stammlésung einen Versuch ohne Verwendung von Tierkohle, sonst aber 
in der gleichen Weise ausgefiihrt. Die nach dem beschriebenen Verfahren 
erhaltenen Werte sind in Tabelle [1 zusammengestellt. 

Wie die Kontrollversuche zeigen, kann man die Glykogenmenge nach 
Hydrolyse ohne Verlust zuriickerhalten, wenn man von der Verwendung 
von Tierkohle absieht. Es ergeben sich aber um so gréBere Verluste, je mehr 
Tierkohle benutzt wurde. 

Versuchsgruppe 2. Es sollte entschieden werden, ob es sich bei den 
eingetretenen Verlusten um eine Adsorption oder auch Oxydation von 
Zucker handelt. Zur Beantwortung dieser Frage stellte ich aus gewichts- 
konstanter .,Glykose reinst** (Merck) drei L6sungen bekannter Konzentration 
her, lie®B diese wegen Multirotation 24 Stunden im Eisschrank stehen, 
teilte die Lésungen in drei Portionen, von denen die erste als Kontroll- 
versuch diente, wahrend die anderen beiden Portionen mit verschiedenen 
Mengen verschiedener Tierkohlenpraiparate versetzt und 6fters geschiittelt 
wurden. Jede dieser beiden Proben, desgleichen auch die Kontrollportion, 
wurde nach '/, Stunde und nach 24 Stunden abermals polarisiert. Die 
diesbeziiglichen Versuchsergebnisse sind in der Tabelle LIL wiedergegeben. 


Tabelle III. 





Glykosegehalt in ° 











Versuch : \ - —$_$___—_—_—-. Verlust 
Verwendetes Kohlenpriiparat Ausgangs-  polarisiert — polarisiert 
Nr. lésung nach '/,Std. nach 24Std. O!o 
1 Ohne Kohle 0,255 0,261 0,257 
0.5 °,) Carbo animalis pro 0,255 0,213 0,214 17,1 
1,0°%)) analysi Merck 0,255 O71 0,163 35.3 
2 Ohne Kohle 0,296 0,295 _ 
0,5°4) Carbo medicinalis 0,296 0.260 12,6 
1,0%} Richter 0,296 0.238 19,0 
3 Ohne Kohle 0,130 0.128 
0,5 °,,\ Carbo medicinalis 0,150 0.990 27.7 
1.0%] Merck 0,130 0,966 0.066 48.4 


Wie sich aus der Tabelle III ergibt. sinken in Ubereinstimmung 
mit den vorherigen Versuchen die erhaltenen Zuckerwerte um so mehr, je 
mehr Tierkohle verwendet wurde. Desgleichen lassen diese Versuche auch, 
wie schon friither gefunden wurde, Unterschiede bei den verwendeten Kohlen- 
priparaten erkennen, die auf eine verschiedene Wirkungsaktivitat der 
Priparate zuriickgefiihrt werden kénnen. Wiirde es sich aber bei den 
Glykogenverlusten um eine Oxydation des bei der Hydrolyse entstandenen 
Zuckers handeln, so ware zu erwarten, daB die Zuckermenge wihrend 
des 24stiindigen Stehens mit Tierkohle (bei 6fterem Umriihren) erheblich 
tiefere Werte zeigt als nach halbstiindigem Stehen. Aus dem Gleich- 
bleiben der Zueckerkonzentration wahrend 24 Stunden aber mul eine 
Oxydation des Zuckers ausgeschlossen und mit .Wiehaelis und Rona nur 
eine Adsorption angenommen werden. 


Versuchsgruppe 3. Da aber noch die Méglichkeit bestand, daB zwar 
nicht Glykose, sondern Glykogen durch Tierkohle oxydiert wurde, ergiénzte 
ich meine diesbeziiglichen Versuche noch mit ahnlichen Versuchen, bei 
denen ich an Stelle von Glykose Glykogenlésungen benutzte. Die in dieser 
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Weise ausgetiihrten Versuchbe, die in Tabelle IV dargestellt sind, lassen 
in bezug auf Glykogen denselben SchluB zu, wie die vorherigen Versuche 
in bezug auf die Glykose. 

Tabelle IV. 





; Glykogengehalt in 
Versuch , $$$. —__-_- Verlust 
Verwendetes Kohlenpriparat 


Ausgangs-  polarisiert polarisiert 
Nr. losung nach '/oStd. nach 36Std. 
1 Ohne Kohle 0,159 0,157 0,162 
0,5 % | Carbo animalis pro 0,159 0,144 0.150 7.8 
10°! analysi Merch 0,159 0.136 0.139 13.5 
2 Ohne Kohle 0.139 0,140 0.145 
0,5 % ) Carbo animalis pro 0.159 0,122 0,123 14,2 
1.0°%| analysi Merck 0.139 0,108 0.110 23.5 
3 Ohne Kohle 0.106 0.107 0.109 
O05 %) Carbo medicinalis 0.106 0.103 0.104 3.9 
1.0%] Merck 0,106 0,096 0,095 11.6 


Il. Eine neue Mikro-glykogen-bestimmungs-methode. 


Wie aus den vorherigen Versuchen hervorgeht, findet das Versagen 
der Sahyunschen Methode in der Verwendung von Tierkohle seine Aut 
klarung. Es gelang mir aber weiterhin in Anlehnung an das von J’/liige? 
und Sahyun benutzte Prinzip eine Mikro-Glykogenbestimmungsmet hode 
auszuarbeiten. 

Je nach dem Glykogengehalt des betreffenden Organs werden 0.1 
bis 4.0 g (oder mehr) frischen Gewebes in einem Zentrifugenrohr aus Jenaer 
Glas von etwa 15 cem Inhalt mit 60° ,iger heiBer Kalilauge auf das Oreifache 
versetzt. Die Réhren werden mit Zinnfolie bedeckt, 30° bis 40 Minuten in 
einem siedenden Wasserbad gehalten, bis die L6ésung vollstandig klar 
geworden ist. Um den LésungsprozeB zu beschleunigen, empfiehlt es sich, 
das Zentritugenrohr alle 5 oder 10 Minuten umzuschwenken. Nach dem 
Abkiihlenlassen gibt man 0,5cem gesiattigter NaCl-Lésung zu, versetzt 
mit der zweifachen Menge 96°,igen Alkohols, verriihrt griindlich mat einem 
Glasstab und zentrifugiert, nach einstiindigem Stehenlassen, ' , Stunde 
scharf ab. (Ieh benutzte eine Zentrifuge mit 3500 Touren.) Nach Ab 
gieBen der Fliissigkeit wird das am Boden des Zentrifugenrohres hattence 
Glykogen in 3ecem heiBen Wassers gelést, 0,5 cem NaCl-Losung zugesetzt, 
das Ausfallen mit der zweifachen Menge Alkohol wiederholt, umgeriihrt, 
| Stunde stehengelassen und nach scharfem Abzentrifugieren, wie vorher, 
die Fliissigkeit abgegossen, Nun wird das Glykogen in etwa 5 cem heibern 
destillierten Wassers gelést. unter Verwendung von Lackmuspapier mit 
einigen Tropfen 1°,iger H,SO, neutralisiert. in einen Mebkolben von 
15 cem tiberfiihrt und bis zur Marke aufgefiillt. Die bei dem Neutralisieren 
ausgefallene Alkalialbuminate werden abfiltriert. und von dem Filtrat 
13cem in einem Zentrifugenrohr mit 1,5 cem gesattigter NaCl-Losung 
und abermals mit dem zweifachen Volumen 96° igen Alkohols versetzt. 
Nach griindlichem Umiriihren und mindestens fiinfstiindigem Stehenlassen 
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wird wieder '/, Stunde zentrifugiert, nach AbgieBen der Fliissigkeit das am 
Boden des Zentrifugierrohres haftende Glykogen in 5 cem hei®en destillierten 
Wassers gelést, 5 cem 2 n H,SO, zugegeben und zwecks Hydrolyse 2 Stunden 
bedeckt mit Zinnfolie im siedenden Wasserbad gehalten. Nach Abkiihlen- 
lassen wird es mit 2n NaOH neutralisiert, in einen MeBkolben iibertragen 
und der Zucker mit einer Reduktionsmethode bestimmt. Da 0.0927 mg 
Glykogen 0,1 mg Glykose und dieser Wert bei der Bangschen Mikro- 
methode, die ich verwendete, 0,28 cem n/100 Na,S,O, entspricht, so entfallt 
auf 0,1 cem n/1l00 Na ,S,O0, 0,0331 mg Glykogen. Da die Bestimmungen 
in aliquoten Teilen gemacht wurden, wird der in dieser Weise ermittelte 
Glykogenwert mit 15/13 multipliziert. 

In der Tabelle V sind mit dieser Methode ausgefiihrte Glykogen- 
bestimmungen und die gleichzeitig durchgefiihrten Kontrollbestimmungen 
mit der Makromethode nach Pfliger angegeben. Bei diesen Versuchen 
wurden zwei abgewogene Proben des Versuchsmaterials (Muskelbrei) mit 
Kalilauge aufgeschlossen. Die so erhaltene Lésung — jeder der beiden 
Proben — diente als Ausgangsmaterial fiir eine Makro- und mehrere Mikro- 
analysen. Fiir die Mikrozuckerbestimmung nach Bang benutzte ich jene 
Menge der hydrolysierten Lésung, welche auf Grund der bei der Makro- 
methode erhaltenen Werte in das Bestimmungsbereich der Bangschen 
Methode fallt. 


Tabelle V. 








Makrobestimmung nach Pfliiger Eigene Mikrobestimmung 
Versuch Untersuchungs- Glykogengehalt ‘Untersuchungs- ———Giykogengehalt 
material in °'9 bestimmt material —_—— ~ eeennennnenomee 
Nr. g durch Polarisation g mg %o 
6 87,6 1,27 3,68 42,7 1,16 
3,68 45,7 1,24 
91,9 1,24 3,50 43,6 1,25 
3,50 42.8 1,23 
7 88,0 0,433 1,86 8,15 0,436 
1,86 8,17 0,438 
0,746 3,27 0,440 
0,746 2,91 0,390 
99,3 0,448 2,11 9,40 0,445 
2,11 8,81 0,418 
1,96 4,43 0,419 
1,06 4,51 0,426 
8 92,6 0,435 0,271 1,21 0,448 
0,271 1,12 0,405 
0,135 0,581 0,426 
0,135 0,575 0,430 


135,4 0,443 _ — — 
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Wie die Tabelle V zeigt, stimmen die bei der Makro- und Mikro- 
bestimmung erhaltenen Werte gut iiberein. 

Zusammengefapt lauten die Ergebnisse obiger, auf Anregung und 
unter Leitung des weiland Prof. ?. Hari ausgefithrten Versuche wie folgt : 

1. Bei Nachpriifung der Sahyunschen Methode wurden mit dieser 
bedeutend tiefere Glykogenwerte erhalten als bei der Makromethode 
Pfliigers. 

2. Als Ursache dieses Verlustes konnte die Adsorption durch 
Tierkohle festgestellt werden. 

3. Es wurde eine Mikro-Glykogenbestimmungsmethode angegeben, 
mit der sich Glykogenmengen bis zu 0.6 mg bestimmen lassen. 
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Die titrimetrische Mikrobestimmung des Cholesterins. 


Von 


cGiabriel Monasterio. 
(Aus der medizinischen Klinik der K. Universitat Pisa.) 


(Eingegangen am 11, August 1953.) 


Cholesterin wird durch Digitonin als Digitonincholesterid (Windaus) 
gefallt; diese Verbindung ist unléslich in \\ asser, Aceton, Ather, wenig 
léslich in der Kiilte in 95°,igem Alkohol. Sie ist sehr stabil und kann 
auf konstantes Gewicht getrocknet gewogen werden. Die gewichts- 
analytische Bestimmung des Cholesterins mittels Ausfaillung durch 
Digitonin ist recht schwierig. Deshalb wurden die kolorimetrischen 
Bestimmungen vorgezogen, nach Art der Reaktion von Liebermann. 
Die kolorimetrischen Methoden sind zwar einfacher, bergen jedoch 
viel mehr Fehlerquellen in sich, da die Reaktion nach Liebermann 
manchmal besonders bei Organextrakten einen gelben Farbton annimmt, 
der den Vergleich mit der Standardcholesterinlésung oft schwer oder 
unméglich macht. 

Wie bereits erwaihnt, wurde die gewichtsanalytische Bestimmung 
des Digitonincholesterids bereits von Windaus u.a. Autoren mit ent- 
sprechenden Modifikationen ausgefiihrt. Bisher wurde aber das Digitonin- 
cholesterid noch nicht titrimetrisch bestimmt. Dadurch kann man 
aber die Methode wesentlich vereinfachen, und es besteht auch die 
Méglichkeit, auf diese Weise selbst kleinste Mengen Cholesterin quanti- 
tativ zu bestimmen. Wir haben gefunden, daB die titrimetrische Chole- 
sterinbestimmung nach <Ausfaillung mit Digitonin leicht und sehr 
genau ist. 

Wesen der Methode. 


Das Cholesterin wird durch Digitonin gefallt, das Digitonin- 
cholesterid mit Alkohol gewaschen, getrocknet und mittels Silber- 
bichromatschwefelsiure oxydiert. | Die iibrigbleibende Chromsaure 
wird jodometrisch titriert. Aus der Menge der verbrauchten Chromsiure 


berechnet man die Menge des Digitonincholesterids und daraus das 
Cholesterin. Wie Windaus gezeigt hat, verbindet sich ein Molekiil 
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Cholesterin mit einem Molekil Digitonin. 1 mg Digitonincholesterid 
reduziert 2,55ceem n 10 Chromsdure. Es geniigt daher die Anzahl 
der zur Oxydation des Digitonincholesterids verbrauchten Kubikzenti- 
meter n 10 Chromsaure durch 2,55 zu dividieren, um die Menge des 
Digitonincholesterids zu berechnen. Da aber 1 mg Cholesterin 4,11 mg 
Digitonincholesterid entsprechen, mu man das Gewicht des Digitonin- 
cholesterids durch 4,11 dividieren, um das Cholesteringewicht zu er- 
rechnen. Oder einfacher, man dividiert die Anzahl der Kubikzentimeter 
der verbrauchten Chromsaure durch 10,48 (2,55 .4.11) und erhalt so 
direkt das Gewicht des Cholesterins. 


Beschreibung der Methode. 


In ein Zentrifugierréhrchen von 10 cem Fassungsvermoégen miBt man 
2cem der Cholesterinlésung in Chloroform und fiigt | cem einer 1°, igen 
Lésung von Digitonin in 80°. igen Alkohol zu. Nun wird die Mischung in 
einem kochenden Wasserbad so lange stehengelassen, bis die Fliissigkeits- 
menge im Réhrchen etwa auf die Hilfte eingeengt ist, dann mindestens 
6 Stunden stehengelassen und endlich zentrifugiert. Die tiberstehende 
klare Fliissigkeit wird mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe durch ein Glas- 
rohrehen abgesaugt. Der Niederschlag wird nun dreimal mit je etwa 3 cem 
95°,igem Alkohol gut gewaschen, nach jedem Waschen albzentrifugiert 
und der Alkohol vom Niederschlag abgesaugt. SchlieBlich wird der Nieder- 
schlag auf dem Wasserbad bis zum Verschwinden des Alkoholgeruches 
getrocknet. Nun fiigt man 5cem Silberbichromatschwefelsaure (Niclouxr- 
schen Silberkatalysators) hinzu. (Letzterer wird in folgender Weise bereitet : 
Man lést 5g Silbernitrat in 25cem destillierten Wassers und fiigt 5g Kalium- 
bichromat in 50cem destilliertem Wassers gelést hinzu. Nach Durchmischung 
gibt man den Niederschlag in eine groBbe Eprouvette und wascht zweimal mit 
destilliertem Wasser mit Hilfe der Zentrifuge. SchlieBlich wird der Nieder- 
schlag ohne vorherige Trocknung in 50 cem konzentrierter Schwefelsaure 
gel6st.) Nach Zugabe der Silberbichromatschwefelsdure stellt man die 
Eprouvette 15 Minuten in ein Sandbad von 160°. Nun schiittet man den 
Inhalt der Eprouvette in eine grobe Eprouvette (18 em Linge und 3 em 
Durchmesser), da die Oxydation des Digitonincholesterins in der groBen 
Eprouvette besser vonstatten geht. und stellt die Eprouvette 45 Minuten in 
das Sandbad von 160°. Wenn die Silberbichromatschwefelséure smaragdgriin 
wird, fiigt man weitere 5ceem hinzu usw.. so oft als notwendig. Cleichzeitig 
mit der groBen Eprouvette stellt man in das Sandbad eine zweite grobe 


Eprouvette, die 5cem Silberbichromatschwefelséure enthalt. Dann labt 
man die beiden groben Eprouvetten erkalten und gieBt beider Inhalt 
in zwei Erlenmeyer-Kolben von 200cem. Jetzt wascht man_ beide 


Eprouvetten mit destilliertem Wasser wiederholt aus und giebt das Wasch- 
wasser in die Erlenmeyer-Kolben, bis dieselben etwa 150 com Flissigkeit ent - 
halten. Auch die Zentrifugiereprouvette wird mit destilliertem Wasser aus- 
gewaschen und in den Erlenmeyer-Kolben abgegossen, um die kleinen Reste 
der Silberbichromatschwefelsaure nicht zu verlieren. Nach Erkalten fiigt man 
in jeden Erlenmeyer-Kolben 10 cem einer 10° igen Jodkaliumlésung hinzu. 
Das frei werdende Jod wird mit n/10 Natriumthiosulfatlésung titriert ; 
um den Umschlagspunkt besser feststellen zu kénnen, setzt man gegen 
SchluB einige Tropfen 1° ige Stirkelésung hinzu. Die Differenz der zur 
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446 (+. Monasterio: 


Titration der Silberbichromatschwetelsaure verbrauchten Kubikzentimeter 
Thiosulfatlbsung und der zur Titration des Digitonincholesterids ver- 
brauchten ergibt die Anzahl der Kubikzentimeter n 10 Chromséure. die 


durch das Digitonincholesterid reduziert wurden. Dabei entspricht 1 ¢em 


n 10 Thiosulfatl6sung 1 cem n/10 Chromsaure. Es geniigt, die Anzahl der 


Kubikzentimeter der zur Oxydation des Digitoninchlorids verbrauchten 
Chromsaurel6sung durch 10,48 zu dividieren, um das Gewicht des Chole- 
sterins zu errechnen, das in der untersuchten Lésung vorhanden war. 

Das Glasmaterial fiir die Titration mu mit Chromschwefelsiure 
gereinigt sein, um alle reduzierenden Verunreinigungen zu entfernen, und 
dann wiederholt mit destilliertem Wasser ausgespiilt sein. Alle Reagenzien 
miissen chemisch rein sein, der Alkohol und das Chloroform redestilliert. 
Die Digitoninl6ésung wird am besten vor Gebrauch frisch bereitet. 

Die beschriebene Titration wurde gepriift mit einer L°,igen Lésung 
von Cholesterin in Chloroform. Das Cholesterin wurde mit Chloroform zu 
einem Volumen von 2cem gebracht und, wie beschrieben, mit Leem 1° iger 
Digitoninlésung in 80°, igem Alkohol behandelt. Die Mischung wurde im 
kochenden Wasserbad ungefahr auf die Halfte eingedampft und 6 Stunden 
stehengelassen. Mit dieser Lésung hatten wir folgende Resultate: 








Verbrauchtes PO. Gefundenes Verbrauchtes Casmnaneie Gefundenes 
Cholesterin reduziert Cholesterin Cholesterin reduziert Cholesterin 
mg ecm mg mg ecm mg 
0,10 1,05 0,100 0,25 2.55 0,243 
0.10 1.10 0.104 0.50 5,30 0.505 
0,20 2,12 0,202 0,59 5,25 0.500 
0,20 2.14 0,204 1,00 10,44 0,996 
0,25 2,62 0,250 1,00 10,52 1,00 


Die titrimetrische Methode gestattet somit eine quantitative Bestim- 
mung selbst kleinster Mengen Cholesterins mit gréBter Genauigkeit. Diese 
Methode kann fiir quantitative Cholesterinbestimmung im Blute, in anderen 
Koérperfliissigkeiten und in Geweben verwendet werden. 

Wenn der Lipoidextrakt nicht in Chloroform gelést ist, wird er in 
einem’ Wasserbad getrocknet, der Trockenriickstand in Chloroform gelést 
und die filtrierte Chloroformlésung auf ein bestimmtes Volumen gebracht. 
Von dieser Lésung nimmt man nun 2 cem, fiigt 1 cem Digitonin hinzu und 
verfahrt in der oben geschilderten Weise. Will man das gebundene Chole- 
sterin bestimmen, so kann die Extraktion und Verseifung mit einer der 
vielen tiblichen Methoden vorgenommen werden. 

Fiir die Bestimmung im Blute verwendeten wir folgendes Verfahren: 
2cem Blut, Serum oder Plasma werden im AnschluB an das Verfahren 
von Bloor unter Umschwenken in ein Gemisch aus 21 cem 95° ,igem Alkohol 
und 7cem Ather in einen 100-cem-Erlenmeyer-Kolben eingegossen; dann 
wird bei bestandiger Bewegung des Kolbens am Wasserbad bis zum _ be- 
ginnenden Sieden erwarmt und durch ein glattes Filter abgegossen in eine 
Porzellanschale von 250 cem Inhalt. Der abgepreBte Niederschlag wird 
abweichend von der Bloorschen Methode noch einmal in 20 cem Alkohol- 
Ather (3:1) suspendiert, erhitzt, abfiltriert und abgepreBt. Das Filtrat 
wird auf dem Wasserbad getrocknet und der Trockenriickstand in 10 cem 
Chloroform gelést, indem jedesmal je 2 cem hinzugefiigt werden. Die ein- 
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zelnen Portionen des Chloroformextraktes werden mit einer Pipette abgesaugt 
und in einen MeBkolben von 10 cem Inhalt filtriert. Es wird ein kleiner 
Trichter verwendet, in dessen GlasrOhre man ein kleines Stiickchen mit 
Ather gewaschener Watte gibt, um jeden Verlust im Filter zu vermeiden. 
Man giebt Chloroform nach, bis das Filtrat im Mebkolben die Marke erreicht, 
schiittelt um und gibt 2 c¢em vom Extrakt, der vollkommen klar sein mul, 
in ein Zentritugierr6hrchen. Dann fiigt man | ecem der Digitoninl6sung 
hinzu und verfahrt, wie oben beschrieben. So fallt man das freie Cholesterin 
aus. War das Filtrat im MeBkolben nicht wasserklar, so kann man es 
nochmals durch ein mehrmals mit Ather gewaschenes Papierfilter filtrieren 

Um das Gesamtcholesterin zu erhalten, gibt man 4 cem des Extraktes 
in ein Reagensglas, fiigt 2cem 3°.iges Natriumithylat hinzu, st6pselt die 
Eprouvette mit einem Korkstépsel zu und stellt sie fiir 2 Stunden in ein 
Wasserbad von 70°. Dazu fiigt man dann I cem einer 6° igen Salzsiure- 
losung in 95°, igen Alkohol und JaBt fast bis zur Trockne verdampfen. 
Das Cholesterin wird dann mit Chloroform extrahiert: Man fiigt etwa 
2cem Chloroform hinzu, kocht im Wasserbad und filtriert den Extrakt 
durch einen kleinen Trichter mit Watte in eine Eprouvette mit eingeschliffe- 
nem Stépsel. Die Eprouvette soll 25. cem fassen und von | bis 10 cem in 
1 )ccem eingeteilt sein. Man wiederholt die Extraktion mit der gleichen 
Menge Chloroform viermal, sammelt die Fliissigkeit in der graduterten 
Kprouvette, laBt bis auf 4cem eindampfen und mischt durch. Dann gibt 
man 2cem in ein Zentrifugierr6hrchen, wo die Bindung mit Digitonin in 
der oben beschriebenen Weise vorgenommen wird. So wird das Cesamt- 
cholesterin ausgefallt. 

Die Anzahl der zur Oxydation des Digitonincholesterins verbrauchten 
Kubikzentimeter Chromsaure, dividiert) durch 10.48, ergeben dann = die 
Menge des freien Cholesterins in 0,4 cerm Blut bzw. des Gesamtcholesterins 
in 0.2 cem Blut, da wir nur die Halfte des Gesamtcholesterinextraktes nach 
der Verseifung verwendet haben. Die erste Zahl mit 250 multipliziert, oder 
die zweite Zah! mit 500, ergeben die Menge Cholesterin, die in LOO cem Blut 
enthalten sind. Die Differenz zwischen Cesamtcholesterin und freiem 
Cholesterin ergibt die Menge gebundenen Cholesterins. 

Beispiel. Es wurden 3,30 cem Chromsaure verbraucht zur Oxydation 
eines aus 2c¢em Chloroformextrakt gefiillten Digitonincholesterins, ent- 
sprechend 0,4cem Blut. 3,30: 10,48 — 0,31 mg freies Cholesterin in 0,4 ccm 
Blut. 0,381. 250 77 mg freies Cholesterin in 100 cem Blut. 

Die Gesamtcholesterinmengen, die im mensenlichen Blute Gesunder 
nach zwo6lfstiindigem Fasten gefunden werden, schwanken bei der be- 
schriebenen Titrationsmethode zwischen 120 und 150 mg- 

Wie bereits erwahnt, ist es notwendig, alle GlasgetaBe mit Chrom- 
schwefelséure zu reinigen und dann mehrmals mit destilliertem Wasser 
auszuspiilen. Alkohol, Ather und Chloroform sollen redestilliert sein. 


Zusammenfassung. 

Das Cholesterin wird mit Digitonin gefallt und das Digitonin- 
cholesterin mit Chromsaure oxydiert. Die tiberschiissige Chromsaure 
wird mikro-jodometrisch titriert. 

Diese Methode ist zur Mikrobestimmung sowohl des freien als auch 
des gebundenen Cholesterins verwendbar. 
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Studien tiber die Aminosulfonsiuren. 


Il. Mitteilung: 
Die Synthese einiger Taurinderivate. 


Von 


Bertil Josephson. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des Karolinischen Instituts, 
Stockholm.) 


(Eingegangen am 14, August 1933.) 


Wieland (15) hat gezeigt, daB man durch Koppeln von Taurin 
mit Desoxycholsaure eine Saéure erhalt, die nicht mit der nativen Tauro- 
desoxycholsaure identisch ist. Wieland bediente sich hierbei derselben 
Methode, mittels welcher Bondi und Miiller (2) Taurocholsiure aus 
Taurin und Cholsdure, gebunden durch eine Peptidbindung, syntheti- 
sierten. Wieland hegte deshalb den Verdacht, daB Taurin in der nativen 
Taurodesoxycholsiure nicht mittels Peptidbindung, wie in Taurochol- 
siure, an Desoxycholsiure gebunden sei. Die Taurodesoxycholsaiure 
wirde in diesem Falle méglicherweise eine zweibasische Saure mit 
einem Sulfonsiure- und einem Carboxylsaiureradikal sein. In einer 
friiheren Arbeit (10) habe ich allerdings schon nachgewiesen, dab 
Taurodesoxycholsiure die Titrierkurve einer einbasischen Saure auf- 
weist. In der Absicht, einen Vergleich des Dissoziationsverhaltnisses 
dieser Sauren anzustellen, habe ich ein Taurinderivat synthetisiert, 
das in der Aminogruppe eine aromatische Carbonséiure mit freiem 
Saureradikal substituiert enthielt. Diese Substanz war also gleichzeitig 
ein sekundaires Amin und eine zweibasische Siure mit einer Sulfon- 
und einer Carboxylsiuregruppe. Um weitere Gesichtspunkte fiir diese 
Frage zu bekommen, habe ich auch mehrere andere Taurinderivate 
synthetisiert, wo Substitution in der Aminogruppe vor sich gegangen 
ist. So habe ich eine Reihe Alkylderivate von 'Taurin, hauptsachlich 
mit der Methodik von James (8), hergestellt. Diese Methodik wurde 


verbessert. 
Im AnschluB8 an frithere Untersuchungen, in denen ich das Disso- 
ziationsverhalten von 'Taurin (9), Taurocholsaure und Taurodesoxychol- 
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siure (10) studiert habe, habe ich schon friiher Benzoyltaurin (11) 
dargestellt und beschrieben. Meine Absicht ist spater eine vergleichende 
Untersuchung tiber die Aziditat aller dieser Substanzen auszufiihren. 


1. Historik. 


Im Jahre 1862 veréffentlichte Kolbe (12) eine Methode zur synthetischen 
Darstellung von Taurin aus /-Chlor-athan-x-sulfonsaure und Ammoniak 


CICH,CH,SO,OH + 2NH,OH NH,CH,CH,SQ,0H + NH,C! 
2 HAO. 


Seit der Zeit sind mehrere Versuche gemacht worden, nach diesem 
Prinzip Taurinderivate darzustellen, die in der Aminogruppe alkylsubstituiert 
sind. So erhielt Dettrich (4) Methyltaurin aus Methylamin und Chlorathyl- 
sulfonséure. Mehrere neue Substanzen dieser Kategorie sind nach demselben 
Prinzip von James (8) dargestellt worden. Dieser gibt auch Anweisungen 
fiir die mithsame Synthese von /}-Chlor-athan-z-sulfonsiure. Spater haben 
Delépine und Demars (3) nach derselben Methode Methylphenyltaurin und 
Athylphenyltaurin dargestellt. 

Auch andere Methoden, Alkyltaurinderivate darzustellen, sind durch- 
gefiihrt worden. So hat Andreasch (1) Phenyltaurin aus Diphenyltauro- 
carbaminsaureanhydrid durch Zerlegung mit Ba(OH), dargestellt, und 
Teraoka (14) hat Dimethyltaurin aus Taurin und Methyljodid gewonnen. 


2. Methodik. 


Die Alkylderivate wurden in der Hauptsache nach James (8) Uber 
6-Chlor-athan-x-sulfonsaure dargestellt. Da die von mir benutzte Methodik 
in gewissen Hinsichten jedoch eine Modifikation des Jamesschen Vertahrens 
war, wird sie hier kurz referiert. 


Ath ylenchlorobromid 


wurde nach James’ Modifikation der Simpsonschen Methode (6) (7) dar- 


gestellt. Nach James’ Beschreibung sattigt man unter Kiskthlung eine 
Mischung von Brom und 19°,iger HCl zuerst mit Chlor und danach mit 
Athylen. Durch Anwendung einer Kaltemischung von — 5° anstatt der 


Kiskiihlung und durch Vorkiihlen von Chlor und Athylen erreichte ich 
eine Ausbeute von 85°, der Theorie anstatt 70°, mit der alteren Methode. 
Siedepunkt 108 bis 109° bei 760mm Hg. 


Chlorath ylenrhodanid 


wurde auch im wesentlichen nach der Methode von James (5) (6) aus 
Athylenchlorobromid und KNCS > gewonnen. Bei genauem Befolgen 
der Jamesschen Vorschrift gelang es mir jedoch niemals, auch nur an- 
nahernd eine so gute Ausbeute wie dieser (42°,, der Theorie) zu erzielen. 
Auch ist es mir nicht gelungen, dieselbe vollstandige Umsetzung bis zur 
negativen Rhodanreaktion zu erreichen. Durch Anwendung von absolutem 
Alkohol anstatt des von James angegebenen 98° igen Alkohols wurde 
die Ausheute wesentlich verbessert. Bei der Umsetzung wurde gleichzeitig 
eine recht erhebliche Menge Athylendirhodanid gebildet. 
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Dies schied James ab, indem er das é6lartige Produkt in Kaltemischung 
kiihlte. Dabei kristallisierte das Dirhodanid aus und konnte abfiltriert 
werden. Eine bessere Ausbeute und ein bedeutend reineres  Praparat 
resultierte, wenn man das Reaktionsprodukt mit Wasser aus seiner alkoholi- 
schen Lésung ausfallte und die Olmischung wiederholt mit Wasser 
von 90° extrahierte.  Hierin ist Dirhodanid leicht léslich, Chlorobromid 
jedoch schwer léslich. Aus dem zusammengegossenen Waschwasser fielen 
bei Abkiihlung schéne, nadelf6rmige Kristalle von Athylendirhodanid. 
C,H,(SCN)., sowie schwere Oltropfen aus; aus letzteren konnte weiterhin 
etwas CIC,H,NCS gewonnen werden. Zuriickgebliebene Reste von Alkohol 
mit dem Athylenchlorobromid wurden bei 110° abdestilliert. Danach wurde 
das Ol auf 160° erwarmt. Kiihlte man nun auf 10° ab, fiel kein Dirhodanid 
aus. SchlieBlich wurde das gelb-braune Ol im Vakuum destilliert, um das 
Chlorathylenrhodanid rein und farblos zu erhalten. Ausheute 14°,, der 
Theorie. Siedepunkt 203°. 


[p-Chlor-dthan-x-sulfonsdure 


wurde nach James (6) (7) dargestellt durch Oxydation von Chlorathy!- 
rhodanid in Portionen von 20g mit rauchender Salpetersdéure in Kolben 
mit eingeschliffenem Kithler. Mit BaCO, wurde das Bariumsalz dargestellt, 
das man aus Wasser auskristallisieren lie} und mit Alkohol wusch, bis 
ein reines, weibes, geruchloses Pulver resultierte. Ausbeute aus Chlorathyl- 
rhodanid 45°, der Theorie Ba-Salz. Das Salz enthielt zwei Molekiile Kristall- 
wasser, das erst nach und nach im Vakuum bei 110° abdunstete. 


0,2291 g Salz gaben nach Veraschen und Be- 
handlung mit H,SO, .... . . O,1160g BaSO, 
0.1809 g Salz gaben nach Veraschen und Be- 
handlung mit H,SO, ... .. . 0,0919¢ BaSO, 
0,2971 g¢ Salz gaben nach Schmelzen mit 
KOH und KNO,....... 
0.3131 g¢ Salz gaben nach Schmelzen mit 
KOH und KNO,...... . . 0.38163 ¢ BaSO, 


3006 ¢ BasO, 


Fiir (CIC,H,SO,0),Ba + 2 H,O 
gef.: Ba 29,84°,, ber.: 29,83°,, 
S  13,85°,, 13,94°, 

Durch Ausfallung des Bariums mit aquivalenter Menge Schwefelsaure 
aus der Wasserlésung des Salzes wurde die freie Séure erhalten. Nach 
EKindampfen und Aufbewahren im Vakuum iiber Schwefelsaéiure wurde 
diese zu einer halbfesten, kristallinischen Masse, die jedoch auch nach 
jahrelanger Aufbewahrung in dieser Art nicht vollstandig wasserfrei wurde. 


Die Alkylderivate des Taurins 


wurden in der Hauptsache nach James (8) dargestellt. Das Salz 
der Chlorathansulfonsiure und des betreffenden Amins wurde mit 
demselben Amin 10 Stunden bei 160° erhitzt. James schreibt dabei 
aiquimolekulare Mengen von Salz und Amin vor, nach der Formel: 


C1C,H,SO,ONH,R + NH,R = RNHC,H,SO,0OH + NH,RCI. 
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Es hat sich indessen erwiesen, daB man eine vollstandigere Umsetzung 
und eine bessere Ausbeute erhielt, wenn man die Reaktion nicht stark 
sauer werden lie}, sondern zwei Molekiile Amin und ein Molekiil Salz 
im Sinne der folgenden Formel anwendete: 

CIC,H,SO,ONH,R | 2NHLR — RNHC,H,SO,ONH,R | NH,RCI. 


Das Erhitzen geschieht am besten in einem dickwandigen, zu- 
geschmolzenen Bombenrohr aus Glas in einem Papin-Topf. Bei An- 
wendung der aliphatischen Amine muBte der Topf Alkohol enthalten, 
um in gewissem Mabe den Druckunterschied, der auf Grund des hohen 
Partialdruckes der Amine entstand, auszugleichen. Arbeitete man mit 
aromatischen Aminen, sollte der Topf Wasser enthalten. Nachdem das 
Reaktionsprodukt in Wasser gelést war, wurde die Lésung mit Ba(OH), 
in UberschuB alkalisiert, und der UberschuB an Aminen fortgeschafft. 
Methyl-, Dimethyl- und Propylamin wurden im Vakuum abdestilliert. 
Heptyl-, Phenyl- und Benzylamin wurden mit Ather aus der barium- 
alkalischen Lésung extrahiert. Barium wurde mit iquivalenter Menge 
H,SO, ausgefallt. Die Losung dampfte man bis zur Sirupkonsistenz 
ein und fallte mit Alkohol, wobei das Taurinderivat auskristallisierte. 
Dieses wurde mit Wasser umkristallisiert und mit Alkohol gefillt bis 
zu negativer Chloridreaktion. Die Salzsiure konnte hier nicht mit 
Ag,CO, fortgeschafft werden, weil Silbersalze durch mehrere dieser 
Substanzen mehr oder weniger reduziert werden. 

Bei simtlichen Synthesen ging ich von 0,05 Mol (7,2 g) Chlor- 
athansulfonsiure aus und 0,15 Mol Amin. 

Die Stickstoffanalysen wurden nach der Kieldah/schen Methode oder 
nach Pregl ausgefiihrt. Es zeigte sich namlich, dali die Mikrostickstoft- 
bestimmung nach der Hypobromitmethode |Methodik Teorell (13)|, die bei 
den Analysen in meiner vorhergehenden Arbeit (11) Anwendung fand, fiir 
die hier beschriebenen Substanzen nicht verwendbar war. Fiir einen Teil 
derselben und besonders fiir Methyl-. Dimethyl-. Propyl- und Benzyltaurin 
konnten mit dieser Methode keine konstanten Werte erzielt werden. Das 
ist vielleicht folgendermaBen zu erklairen: die Alkylamine werden bei 
Oxydation mit H,SQO, nicht vollstandig zu Ammoniak abgebaut, sondern 
bleiben teilweise als Amine zuriick. Diese reduzieren Hypobromit nicht 
vollstandig und entziehen sich auf diese Weise der Bestimmung durch die 
Hypobromitmethode. Diese Tatsache muB als eine wesentliche Ein- 
schrankung der generellen Anwendbarkeit dieser Methode  betrachtet 
werden. Fiir die Ajeldahl-Methode spielt dieser Faktor keine Rolle. Die 
Alkylamine sind ja wie Ammoniak sowohl destillierbar als auch titrierbar. 
Die iibrigen Analysen sind nach Pregl ausgefiihrt. 


3. Die Produkte. 
Die Alkylderivate des Taurins waren alle kristallinisch, farblos, 


leicht léslich in Wasser, schwer léslich in kaltem Alkohol. Ihre wasserigen 
Lésungen reagierten gegen Lackmus sauer. 
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Methyltaurin, CH,;NHCH,CH,SO,OH, kristallisierte aus Wasser in 
feinen, prismatischen Nadeln mit bitterem, kiithlendem, taurinaéhnlichem 
Geschmack. Schmelzpunkt 244°. Ausbeute 4,9 ¢ = 70°, der Theorie. 


10,535 mg Substanz ergaben 17,30 mg BaSO, 


12,725 ,, ye = 20,94 ,, BaSO, 
82,60 ,, + és 8.38 ., ON 
49,93 ,, an on 4,98 (ON 
5,171 ,, ee “ 4,830 ,, CO, und 3.07 mg H,O 
4,840, i - 4,530 ,, CO, ., 2.89 .. HO 
gef.: S 22,52°,, ber.: 23,01 °, 
N 10,07°,, 10,06 °,, 
C 26,07°., 25,89 °,, 
H 6,81°,, 6,47 °,, 


Dimethyltaurin, (CHs)gNCH,CH,SO,OH, kristallisierte aus Wasser- 
Alkohollésung in kurzen plumpen Nadeln mit stark bitterem, saurem, 
taurinahnlichem Geschmack. Ziemlich léslich in warmem Alkohol. Schmelz- 
punkt 270°. Ausbeute 2,7 g = 36°, der Theorie. 


19,242 mg Substanz ergaben 29,26 mg BaSO, 


15,930 ,, on an 24.06 ., BaSO, 

104,40 ,, ” 2 9,56 , N 

85,15, ” % 7,66 . ON 
5,319 ,, mm a 5,740 ,, CO, und 3,25 mg H,O 
4,698 ,, 7 = 5,050 ,, CO, ,, 2,88 ,, H,O 

gef.: S 20,76°,,  ber.: 20,97°, 

N 9,08°,, 9,14°, 

C 31,07°,, 31,37 °, 

H 7,09°,, 7,19% 


Propyltaurin, CH,;CH,CH,NHCH,CH,SO,OH,  kristallisierte aus 
Wasser in zusammengeballten, plumpen Nadeln mit stark bitterem Ge- 
schmack. Schmelzpunkt 330°. Ausbeute 3,5 g = 42°, der Theorie. 


16,497 mg Substanz ergaben 23,16 mg BaSO, 
l 


5,350 ,, “ = 19,94 ., BaSO, 
25,320 ,, ve a 37,20 ., BaSO, 
22.66 ,, » % 186064, N 
15,78 ,, ” ” let » Be 
4,531 ,, - ee 5,810 ,, CQ, und 3,18 mg H,O 
4,911 6,300 .. CO, ., 3.43 ., H,O 
gef.: S 19,09°., ber.: 19,21°,, 
N 8,26%, 8.38 °., 
C 35,71 °%, 35,93 °,, 


H 800°, 7,78 % 
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Heptyltaurin,  CHs(CHs)sNHCH,CH,SO,OH, — kristallisierte aus 
Wasser in kurzen, plumpen Nadeln mit intensiv bitterem = Geschmack. 
Schmelzpunkt 244°. Ausbeute 3,1 g — 28°, der Theorie. 


10.375 mg Substanz ergaben 10,90 mg BaSO, 


10,092 ,, * 10,64 ., BaSO, 
35,18 ,, = re SN » B 
39,39 ,, - * 2,44 , N 
5,088 ,, - * 8.840 .. CO, und 4,38 mg H,O 
4,950 ,, %” ¥ 8,560 .. CO, .. 4.19 ., H,O 
gef.: S 14,42°,,  ber.: 14,39°, 
N 6,18°,, 6,28 ° 
C 47,78%, 48.43", 
H 9,64°,, 9,42 ° 


Phenyltaurin, CgH;NHCH,CH,SO,OH, kristallisierte aus Wasser in 
unregelmaBigen rhombischen Tafeln von kiihlendem, salzig-saurem = Ge- 
schmack. Ziemlich léslich in warmem Alkohol. Schmelzpunkt 269% Aus- 
beute 8,1 ¢ 81°, der Theorie. 


11,295 mg Substanz ergaben 13,11 mg BaSO, 


9.911 ., - - 11.48 ., BasSoO, 
24,390 ., ” ‘5 Lv. 3B 
21,852 ,, Fe a oe. N 


gef.: S 15,.89°,, ber.: 15.96°, 
N 7,01%, 6.96"), 


Benzyltaurin, C,.H;,CH,NHCH,CH,SO,OH, kristallisierte aus Wasser 
in rhombischen Schuppen, aus Alkohol in plumpen Prismen.  Ziemlich 
léslich in warmem Alkohol. Schmelzpunkt 196°. Ausbeute 5.3 g¢ — 49°, 


der Theorie. 


10,820 mg Substanz ergaben 11,12) mg BaSO, 


10,489 ,, - = 10.86... BasO, 
19,436 ,, * ‘ Lm «= 3S 
18,892 ,, m= rr Re: ag 
5,230 ,, * - 9.340 .. CO, und 2.95mg h,O 
4.889 ., - - 8,700 , CO, . 2,74, H,O 
gef.: S 14,13°,, ber.: 14,92°,, 
N 6,52%, 651°, 
C 49,06°,, 50,23 ° 
H 9.64°,, 9,42 °; 


Benzol-(p-carbonsdure )-B-amino-dathan-x-sulfonsdure,  ., Benzoesdure- 
taurin’’, HOOCC,H,N HCH,C H,S 0,0 H, wurde iiber dessen Monoath yl- 
ester aus dem Athylester der p-Aminobenzoesaure, NH,C,H,COOC,H,, 
(,,Aniisthesin’*) und Chloraithansulfonsaure auf dem = selben wie die 
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Alkyltaurinderivate dargestellt. Nachdem der CberschuB an Aniasthesin 
weggeschafft war, wurde das Ester mit Ba(OH,) verseift. 

23g (0,05 Grammol.) (CIC,H,SO,),Ba ~ 2,0 wurden in einem 
Destillationskolben mit 150 c¢em 95°,igen Alkohols und 4,9 g¢ H,SO, ge- 
schiittelt. Darauf wurden 90 g (0,55 Grammol.) p-aminobenzoesaures Athy! 
zugesetzt und die Mischung 2 Stunden am RiickfluBkiihler auf dem Wasser- 
bad zum Sieden erhitzt. Danach wurde der Alkohol abdestilliert, Kolben 
und Vorlage wurden mittels Wasserstrahlpumpe evakuiert und die Mischung 
vorsichtig auf dem Metallbad bis zu 207 bis 208° erhitzt, wobei das Andasthesin 
heftig sott und in Vorlage und Kolbenhals sublimierte. Nach einiger Zeit 
hérte das Sieden auf, und das ganze Reaktionsgemisch erstarrte zu einem 
festen, gelb- bis orangeroten Kuchen. Das Erhitzen wurde ungefahr | Stunde 
fortgesetzt, worauf die Temperatur fiir ein paar Minuten auf 240° erhéht 
wurde. Beim Erhitzen im Destillationskolben ist ein sehr weites Saugrohr 
(83cm Durchmesser) anzuwenden, weil sonst sublimiertes Andsthesin das 
Rohr verschlieBt und statt des Vakuums ein Uberdruck im Kolben entsteht. 
Der Kolben wurde nach dem Erkalten zerschlagen und der feste Kuchen 
pulverisiert. Das Pulver wurde danach 5 Minuten mit 1 Liter *Wasser 
aufgekocht, mit 32 g¢ Ba(OH), versetzt und fiir 24 Stunden in den Eis- 
schrank gestellt, wobei Anisthesin in gro8en Klumpen auskristallisierte, 
die dann abfiltriert wurden. Die Kristallklumpen wurden mit gekiihltem 
Wasser extrahiert, filtriert und das Filtrat mit dem urspriinglichen Filtrat 
vereinigt. Hieraut wurde die alkalische Lésung 3 Stunden auf dem Wasser- 
bad erwarmt. Ba wurde sodann aus der alkalischen Lésung mittels 
aquivalenter Menge H,SO, ausgefallt und abfiltriert. Auch hierbei zeigte 
es sich als unzweckmabBig, die Chlorionen mit Silbercarbonat wegzuschatfen, 
weil das Silbersalz reduziert wurde. Die Lésung wurde nun im Vakuum 
zur Trockene eingedampft. Der Riickstand wurde mit absolutem A\I- 
kohol extrahiert und mit einem UberschuB an Aceton gefallt, wobei das 
rohe Benzoesaduretaurin ausfiel, teilweise als braune, harzartige Masse, teil- 
weise als leichte gelbe, amorphe, flockige Fallung. Die harzartige Masse 
wurde abwechselnd in Wasser und Alkohol gelést und mit Aceton gefallt. 
Bei jeder Fallung erhielt man einen Teil des Fallungsproduktes in der 
amorphen, flockigen Form, der mit dem vorher gewonnenen vereinigt 
wurde. Diese flockige Fallung wurde weiterhin durch Fallen mit Aceton 
aus ‘der alkoholischen Lésung bis zur negativen Chloridreaktion gereinigt, 
auf dem Filter mit Aceton und Ather gewaschen und im Vakuum bei 90° 
getrocknet. 

Die gewonnene Substanz stellte nun ein gelbweibes, leichtes, 
amorphes, analysenreines Pulver dar. Ausbeute 9,3 g (38°, der Theorie). 
Farblos und kristallinisch konnte die Saure erst nach Kochen der 
Wasserlésung mit Tierkohle erhalten werden, was indessen einen recht 
groBen Substanzverlust mit sich fiihrte; und sogar bei dieser Behandlung 
ist es im allgemeinen sehr schwer, die Substanz zum Kristallisieren 
zu bringen. 


Die Kristalle stellten kleine rhombische Tafeln dar. Ausbeute 
dieser kristallinischen Saure 1,15 g (12°, der Theorie). Schmelzpunkt 
286°. Die Saure hatte einen angenehmen, frischen, kiihlenden, stark 
sauren Geschmack. Leicht léslich in Wasser und Alkohol, schwer léslich 
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in Aceton und Ather. Die Lésung verfarbte sich innerhalb einiger 
Wochen braunviolett. 


4,776 mg amorpher Saéure ergaben 7.915 mg CO, und 1,96 mg H,O 


5,031 ,, “ * * 8,310 , COQ, , 2,19 , H,O 

6,110 588 .. BaSoO, 

12,365 ,, = is o 12,02, ., BaSO, 

9,81 ss i % 565 , N 

13,95 ,, “ o 9 1 ws 

10,70 %9 - * 6,17 » N 

5.970 mg kristallinischer Sdéiure ergaben 5,69mg BaSO, 

10,746 ,, °° °° - 10,15 .. BasoO, 

9,90 5,59 . N 

10,04 a os = 5,72 N 

gef.: amorph C 45,46°,, kristallinisch ber.: 44,06° 
H 4,70°,, os 4,.49° 
S 13,27%, - 13,00 °°, 13.10°,, 
N  5,75°,, - 5.68 ° 5,71‘ 


4, Zusammenfassung. 


Ath vlenchlorobromid, Chloraithylrhodanid und f-Chlor-athan-- 
sulfonsiure wurden mit Modifikationen der Jamesschen Methodik (7) 
dargestellt. 

Mittels James’ Methodik (8) wurden Methyltaurin. Dimethyltaurin, 
Propyltaurin, Heptyltaurin, Phenyltaurin und Benzyltaurin dargestellt. 

Es wurde Phenyl-(p-carbonsaure)-$-amino-athan-z-sulfonsiure und 
die Synthese derselben beschricben. 

Die Eigenschaften dieser Substanzen wichen stark von denen der 
Taurocholsauren ab. Sie waren amphoter:; mit Ausnahme der letzteren 
waren sie in Alkohol schwer léslich, die Schmelzpunkte waren hoch usw. 
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